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(Aus dem Institut fiir Mikrobiologie und experimentelle Therapie, Jena.) 


Zur Kenntnis der Cytologie von Rhodospirillum rubrum*. 


Von 
GERHART DREWS. 


Mit 7 Textabbildungen. 
(Hingegangen am 15. Mérz 1955.) 


Den mehr gelegentlichen Beobachtungen dlterer Autoren tiber Ein- 
schliisse der Bakterienzelle (z. B. Kocu, 1884, an Mycobacterium tuber- 
culosis, oder Myer, 1912, an Spirillum volutans) folgten in jiingster Zeit 
zahlreiche genauere Untersuchungen, die sich mit dem cytochemischen 
Aufbau und der Funktion der Bakteriengranula (Lit. s. b.: Mupp, 1953, 
1954; WINKLER, 1953; SmrrH, WILKINSON u. Dueurp, 1954, sowie GRULA 
u. HARTSELL, 1954) beschaftigen. Die Arbeiten haben zu der Auffassung 
gefuhrt, daB im wesentlichen zwei Arten von dichten, im Phasenkontrast 
und Elektronenmikroskop dunkel erscheinenden Granula in der Bak- 
terienzelle auftreten konnen: 

I. Die cytoplasmatischen Granula (Syn.: Mitochondrien — WINTER- 
SCHEID u. Mupp, 1953; Mupp, 1954; Reduktionsorte — Brenine, Kav- 
SCHE, HAARDIcK, 1949, 1952; Metabolitkorper — KELLENBERGER, 1952); 
sie erscheinen als dichte ellipsoidische oder spharische Granula im 
Elektronenmikroskop und Phasenkontrastbild. Sie enthalten Phospho- 
lipoide und sind Trager von Atmungsfermenten (MupD, 1954). 

II. Metachromatische Granula (Syn.: Volutinkorner, BaBES-ERNstTsche 
Polkérper). Sie enthalten kondensierte Phosphate, die zum Teil mit 
proteinhaltigen Substanzen, eventuell Ribonucleinsdéure(RNS), verbunden 
sind (K6nIG u. WINKLER, 1948; Wrame, 1949; EpEL, 1952; GRuLA u. 
HarrsE.u, 1954; Surry u. a., 1954). Da sich Metaphosphate gelegentlich 
auch an den cytoplasmatischen Granula ablagern konnen, ist eine 
scharfe Trennung zwischen beiden Einschlissen nicht immer mdglich, 
auch scheinen besonders die metachromatischen Granula in ihrem chemi- 
schen Aufbau nicht immer einheitlich zu sein. Von zwei Seiten wurden 
auch die Reduktionsorte (Bretia u. a., 1949) bzw. metachromatischen 
Granula (BRINGMANN, 1951) mit Desoxyribonucleinséure- (DNS) und 
RNS-haltigen Strukturen in Verbindung gebracht, Diese Auffassung hat 
sich aber bisher nicht weiter bestitigen lassen. — Da die Untersuchung 
der Granula sich bisher auf wenige Gruppen der Bakterien beschrankte, 


* Meinem verehrten Lehrer, Herrn Prof. Dr. J. Buprr, in Dankbarkeit ge- 
widmet. 
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erschien es uns lohnend, einen Vertreter aus einer bisher cytologisch 
wenig bearbeiteten Gruppe zu wahlen. Bei der Durchmusterung von 
Purpurbakterienkulturen erschienen uns einige Sttimme von Rhodospi- 
rillum rubrum geeignet fiir die Bearbeitung dieser Fragen. 


1. Die Isolierung und Kultur der Organismen. 


Zur Anreicherung der Rhodospirillen wurden verschiedene Schlammproben? in 
Standzylinder (250 ml) eingebracht, einige Knochenstiicke (Markknochen) hinzu- 
gefiigt und die Zylinder mit Leitungswasser aufgefiillt (BupER, 1919; SCHNEIDER, 
1930). Sie wurden dann in einem Lichtkasten aufgestellt, der mit einer 25 W Glih- 
birne ausgestattet war und bei etwa 30° C gehalten. Nach etwa 8—14 Tagen hatten 
sich — falls Rhodospirillen im Schlamm enthalten waren — dichte Wolken von 
Purpurbakterien gebildet, die zum groBen Teil aus Spirillen bestanden. Zur Weiter- 
kultur wurden die Rhodospirillen in 100 ml-Enghalsflaschen (Jenaer Glas) mit 
Schliffstopfen eingebracht und die Flaschen bis zum Ansatz des Stopfens mit Nahr- 
lésung aufgefiillt (van Nie, 1931, 1944). Wahrend der Bebriitung standen die 
KulturgefaBe in einem Brutschrank, der mit Leuchtréhren HNG 50 BGW ausge- 
stattet war. Wir wahlten diese Lichtquelle, weil sie im Vergleich mit Gliihbirnen 
eine bessere Lichtverteilung erméglicht und eine tibermaBige Erwairmung der 
Kulturen vermeidet. Es ist darauf zu achten, daB nur Leuchtstoffréhren mit ,,gelbem 
Licht‘ (G) zur Anwendung kommen, da die Tageslichtréhren einen zu geringen 
Anteil des fiir die Purpurbakterien besonders wirksamen Bereiches (zwischen 750 
und 900 mu) emittieren. Um immer gutes Versuchsmaterial zur Verfiigung zu 
haben, wurden die Kulturen wéchentlich, in besonderen Fallen auch 6fter, frisch 
angesetzt. Es empfiehlt sich, reichlich zu impfen. 


Reinkulturen wurden mit dem Kocuschen PlattenguBverfahren erzielt. Sehr 
stérend wirkten bei der Isolierung kleine Purpurbakterien (Rhodopseudomonas), 
die sich in den Flaschen hartnackig behaupteten, sehr raschwiichsig waren und auf 
dem Agar wesentlich schneller und haufiger als die Spirillen Kolonien bildeten. 
Obwohl sich bei einiger Ubung die Spirillenkolonien zumeist von denen anderer 
Purpurbakterien unterscheiden lassen, kann man nur bei Abimpfung einer groBen 
Zahl von Einzelkolonien damit rechnen, Reinkulturen zu erzielen. Bei der Uber- 
tragung der meist nur sehr kleinen Spirillenkolonien empfiehlt es sich, diese nicht 
auf eine groBe Agarfliche auszustreichen, sondern dicht zu impfen. Auch dann 
wuchsen die Kulturen nur sehr schwer an. Die beimpften Platten wurden in 2 1- 
Anaerobentopfen aus Jenaer Glas bebriitet. Nach Evakuierung der Tépfe wurden 
diese mit einem CO,/N,-Gemisch wieder gefiillt. Die Endkonzentration des CO, 
betrug etwa 3—5% (Vol). Da CO, auf die pa-Konzentration einwirkt, wurden die 
Nahrbéden gepuffert. Die AnaerobengefiBe wurden im Abstand von 20—30 cm 
um eine 40 W Gliihbirne angeordnet. Agarschiittel- und Stichkulturen haben sich 
zur Weiterkultivierung bzw. Isolierung fiir unsere Stéamme nicht sonderlich be- 
wahrt, zeitigten aber mit dem Stamm Gt (s. Kap. 3) gute Ergebnisse. 

Nach Erprobung verschiedener Substrate wurde das von van Nrex (1944) an- 
gegebene Nihrsalzgemisch fiir die Kultur verwendet: (NH,),SO, 1g; K,HPO, 
0,5 g; MgSO, - 7H,0 0,2 g; NaCl 2 g; 1000 g Aqua dest. Zu dieser Lésung wurden 
noch 3 ml/1 Hefeautolysat als Wuchsstoffquelle und als H-Donator ein fettsaures 
Salz bes. Na-propionat, ein Alkohol, Pepton oder eine Aminosaure (Glutaminsaure) 
zugesetzt. Die Konzentration betrug in der Regel 0,2%, fiir Pepton 0,1%. Um eine 


An Faulschlamm reiche Graben und Teiche in der Umgebung von Jena, Artern 
und Halle. 
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gute Versorgung mit CO, zu gewahrleisten, erhielt die Flissigkeitskultur einen Zusatz 
von 0,3% NaHCO;. Der pxu-Wert wurde auf etwa 6,8 eingestellt. Die Agar- 
konzentration betrug 1,5. Bei niedrigerer Konzentration zerreiBen die Platten 
a — Evakuieren, bei héheren Konzentrationen entwickeln sich die Spirillen 
schlecht. 


2. Die Organismen. 


Fir die Untersuchung standen zur Verfiigung: 4 Stamme von Rhodospirillum 
rubrum Esmarch (eigene Isolierung), die sich in ihrer Wuchsfreudigkeit und ihren 
Anspriichen an das Substrat bis zu einem gewissen Grade, in ihrer Morphologie 
kaum voneinander unterscheiden. Der Durchmesser der Spirillen betrug im fliissigen 
Nahrmedium etwa 1,1 4, die Ganghohe einer Spiralwindung etwa 5,5 1; die Lange 
der Spirillen schwankt sehr stark in Abhangigkeit vom Nahrboden. Fiir einige ver- 
gleichende Untersuchungen stand nach Abschlu8 dieser Arbeit noch ein alter 
GaFFRoNscher Stamm zur Verfiigung, der von Dr. Lasceries/Oxford stammt?. 
Er zeichnete sich gegeniiber den anderen Stammen durch seine Raschwiichsigkeit 
besonders auf einem glutaminsiurehaltigen Substrat aus. Der Durchmesser dieser 
Spirillen betragt etwa 0,7 wu. Er wird in dieser Arbeit als Stamm G¢ bezeichnet. 


3. Versuchsmethodik. 


Zur Lebendbeobachtung im Phasenkontrast dienten Deckglasagarpraparate, die 
mit Material aus Flissigkeitskulturen (2—8 Tage alt) beimpft wurden. 

Zur Herstellung von Farbepraparaten gingen wir von Agarkulturen (meist Deck- 
glasagarpraparate) aus, von denen die Spirillen auf Deckglaschen oder Objekttrager 
abgeklatscht wurden. Fiir einige Vergleichsuntersuchungen wurden auch Praiparate 
mit Material aus Fliissigkeitskulturen hergestellt. Da aber die Spirillen ihre Spiral- 
form beibehalten, wird die Beobachtung gefarbter Binnenstrukturen durch Re- 
flexion des Lichtes an der Zellwand sehr beeintrachtigt. Im Deckglasagarpraparat 
dagegen wachsen die Spirillen in der Ebene der Agaroberflache. 

Bei der Fixierung und weiteren Behandlung der Spirillen diirfen die Praparate 
niemals vollstandig austrocknen, auch nicht nach der Fixierung, da sonst 
Trocknungseffekte auftreten, die das morphologische Bild der Zelle vollstandig 
verandern bzw. durch Hinschliisse von Luft in den Vacuolen die Beobachtung be- 
eintraichtigen. Als giinstigstes Fixierungsmittel erwiesen sich die OsO,-haltigen in 
Form von OsO,-Dampfen (6 min), (CHAmMPy-RomEts § 298) oder PaLaDE-Gemisch 
(PAaLADE 1952). 

Praparate, die der Fermenteinwirkung unterworfen werden sollten, wurden nur 
mit Alkohol 95% oder Alkohol (70%)-Formol (35%, saurefrei) 3:1 fixiert, um eine 
Hemmung der Fermente durch Osmiumsaure zu verhindern (PETERS, WIGAND, 
1953). Bedingte die Untersuchung einen langeren Aufenthalt der Praéparate in 
Pufferlésung oder anderen Fliissigkeiten, so war es zweckmabig, der Raucherung mit 
Osmiumsiure (3 min) noch eine etwa 20 min-Nachfixierung mit Formalin-Alkohol 
folgen zu lassen, wenn nicht mehrstiindig nach Cuampy fixiert wurde. Trotz sorg- 
faltigstem Arbeiten konnte nicht vermieden werden, daf in verschiedenen Praparaten 
ein Teil der Granula nach der Fixierung nicht mehr in der Zelle zu sehen war. Als 
Ursache kommen Trocknungseffekte oder ein Herausfallen der Granula nach Ver- 
letzung der Zelle in Frage. So war in einigen Fallen eindeutig zu beobachten, daB 
die Granula zum Teil auBerhalb der Zelle lagen (s. Abb. 4). Anfanglich wurde auch 
vermutet, daB8 durch die Fixierungsfliissigkeiten (z. B. Alkohol) eine Lésung oder 


1 Fiir die Uberlassung des Stammes sage ich Herrn Dr. ScutecuL, Gatersleben, 
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1* 


4 G. Drews: 


Zersetzung eines Teiles der Granula stattfindet. Dem stand aber die Tatsache ent- 
gegen, daB einige Zellen véllig von Granula entleert bzw. diese nicht mehr zu er- 
kennen waren, wahrend die Mehrzahl der Spirillen noch alle Granula enthielt. 
Auch die Extraktionsversuche mit organischen Lésungsmitteln widersprachen 
dieser Annahme. 


Folgende Farblésungen fanden Verwendung: 1. Gremsa (Griibler u. Co.), Stamm- 
lésung 1:25 mit Phosphatpuffer (0,02 m) py 6,8 verdiinnt; 2. AzurI (Merck) 
0,25% ig in waBriger Losung; 3. Methylenblau (Bayer), alkoholische Stammlésung 
1:9 m Aqua dest. verdiinnt; 4. Pyronin (Griibler u. Co) 0,5% ig, waBrig; 5. Toluidin- 
blau (Griibler u. Co.) 0,5%ig, waBrig, und Toluidinblau nach LINDEGREN (1950). 


Versuchsergebnisse. 
4. Die Lebendbeobachtung der Rhodospirillen. 


Bevor wir uns der farberischen und cytochemischen Untersuchung der 
Granula zuwenden, soll die Strukturierung der lebenden Zellen ge- 
schildert werden. Die Ergebnisse beziehen sich, wenn nichts anderes 
vermerkt ist, auf die 4 Jenaer Stamme. Kurz nach der Beimpfung des 
Deckglasagarpriparates erscheinen die Rhodospirillen im Phasenkontrast 
gleichmaBig dunkel, so daB die Granula sich nur schwach vom etwas 
helleren Plasma abheben. Sie sind zumeist klein und unregelmaBig tiber 
die Zelle verteilt, hiufig auch peripher angeordnet. Am Ende der lag- 
Phase (friithestens nach etwa 10 Std) beginnt die Zelle an Breite und 
Lange zuzunehmen und das Plasma sich gleichzeitig aufzuhellen. Die 
Granula treten dadurch deutlicher hervor. Sie erscheinen als sphirische 
oder ellipsoidische, mehr oder weniger scharf gegen das Plasma ab- 
gesetzte Kérnchen (s. Abb. 1 u. 2). Im Hellfeld leuchten die Granula auf. 
Mit dem Alter der Zelle nehmen sie hiaufig an GréBe zu oder es bilden sich 
Zusammenballungen mehrerer kleiner Granula in verschiedenen Teilen 
der Zelle (s. Abb. 3). Gegen das Ende der Wachstumsphase werden die 
Granula mitunter sehr groB (nahezu Durchmesser der Zelle) und runden 
sich ab. — Obwohl die hier geschilderten Kérnchen hinsichtlich GréBe, 
Form, Zahl und Anordnung in der Zelle variieren, kann nach dem mor- 
phologischen Bild auch nach mehrtigiger Dauerbeobachtung keine 
Differenzierung der Granula wahrgenommen werden. Eine vollige Ent- 
leerung der Zelle von Granula konnte bei den selbstisolierten Staimmen 
niemals beobachtet werden, die Spirillen des Stammes Gt dagegen be- 
saBen meist nur 1—2 Granula in der Zelle. Daneben waren hiufig kleine, 
unscharf begrenzte und sich kaum vom Plasma abhebende dunkle Be- 
zirke mehr oder weniger regelmifig in der Zelle aufgereiht. — In einigen 
Fallen konnte die Teilung von Granula an einem Jenaer Stamm beob- 
achtet werden. Die Frage, ob sich alle Granula auf diesem Wege ver- 
mehren, mu offen gelassen werden. Neben den Granula waren im Plasma 
unscharf begrenzte hellere und dunklere Plasmapartien zu sehen. Sie 
zeigten jedoch niemals eine regelmaiBige Gestalt und Anordnung wie 
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etwa die Dunkelzonen gramnegativer Bakterien. Nicht selten lagen die 
Granula im Bereich der aufgehellten Partien. Die Aufhellung des Plasmas 
wird zumindest teilweise von vacuolenartigen Systemen bedingt, die 
die Zellen durchziehen. 


\ 


ae 
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Abb. 2. Abb. 3. 
Abb. 1—3. Rhodospirillum rubrum. Agarkultur, Lebendpraparat, Phasenkontrast. 


Aufnahmedaten fiir alle Abbildungen: Miflex mit Exakta Varex, Achromat 90/1,25. C. ZeiB, Jena. 
Ocular 12,5 mal. Originalaufnahmen 550:1. NachvergréBert auf1650:1. 


5. Allgemeine Kennzeichnung der Granula. 


Besonders in der alteren Literatur werden fiir Volutin einige an sich 
unspezifische Merkmale genannt. Die Priifung der Spirillen-Granula auf 
diese Eigenschaften soll den genaueren Untersuchungen vorangestellt 
werden. Die Granula firben sich mit verschiedenen basischen Farbstoffen 
kraftig an, so unter anderem mit Methylenblau, Azur I, GiEMsA, Pyronin 
und Toluidinblau (s. Abb. 5). Methylenblau und Toluidinblau farben die 
Granula meist metachromatisch. Neben dieser Basophilie wird als Higen- 
schaft fiir Volutin angegeben, da es sich in heiBem Wasser und in 
schwachen Sauren lést (Meyer, 1912; WINKLER, 1953), nach Farbung 
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aber wesentlich sdureresistenter ist. Die Granula von Rhodospirillum 
rubrum sind nach Behandlung in kochendem Wasser bis auf Reste ver- 
schwunden (unfixierte Priiparate) oder noch deutlich, aber unscharf be- 
grenzt (osmiumfixiert). 


Abb. 4. Rhodospirillum rubrum. Osmiumsiurefixiert, Phasenkontrast. 


Wirkt 1% ige Essigsiure auf die unfixierten Praparate ein, so sind 
nach wenigen Minuten meist nur noch grofe Vacuolen an Stelle der 
Granula zu sehen. Vereinzelt sind noch kleine Granula in den Zellen, 
bzw. liegen Granulareste an den Vacuolen. Fixierte (OsO,) Granula ver- 
blassen nach KEssigséureeinwirkung etwas 
und werden unscharf in ihrer Begrenzung, 
verschwinden aber nicht ; n/10 Salzsaure ent- 
fernt weder fixierte noch unfixierte Granula. 

Nach Methylenblaufarbung der  un- 
fixierten Spirillen werden die Granula bis 
zu einem gewissen Mae saurefest. Dieses 
Verhalten wird fiir Volutin als charakte- 


Abb. 5. Rhodospirillum rubrum, ct 
OsO,-fixiert, Pyroninfiirbung. ristisch angegeben. 


6. Der Nachweis von Atmungsfermenten in den Granula. 


In verschiedenen Arbeiten (LEMBKE, 1952; MeIssNER u. Diner, 1953; 
Duaeuip u. Mitarb., 1954; WINDER u. Mitarb., 1954) wird das Auftreten 
der Granula als periodisch und nahrbodenabhingig angegeben. Dagegen 
zeigte die Lebendbeobachtung der Rhodospirillen, daB die Granula hier 
— obwohl sie in Gr6éBe, Zahl und Form variieren — obligate Bestandteile 
der Zelle zu sein scheinen. Auch Passagen auf stickstoff- und phosphor- 
armen Substraten brachten die Granula nicht zum Verschwinden. Daher 
erschien es uns von vornherein unwahrscheinlich, daB alle Granula nur 
eine Speicherfunktion ausiiben. Nach den Vorstellungen von Mupp u. 
Mitarb. (1953, 1954) besitzen die sogenannten cytoplasmatischen Granula 
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Mitochondrienfunktion. Wir versuchten daher, mit den fiir diesen Zweck 
ublichen Methoden den Nachweis von Atmungsfermenten zumindest in 
einem Teil der Granula zu fiihren. 


Im einzelnen wandten wir dabei folgende Methoden an: 


1. Janus griin B (0,01—0,005% ige waBrige Lésung). Der Objekttrager mit den 
abgeklatschten Spirillen wurde in der feuchten Kammer mit der entsprechenden 
Farblésung bedeckt. Farbezeit etwa 60 min. 

2. {MAM} (5,5°, 3,3’-Tetraphenyl 2,2’ Di-p-stilbenditetrazoliumchlorid); diese 
Verbindung zeichnet sich durch die Lipoidunléslichkeit ihres Formazans 
aus’. Sie wurde als 0,1—0,01%ige waBrige Lésung verwandt. Die Spirillen 
wurden entweder in der TTC-Lisung suspendiert oder das TTC wurde dem Agar 
zugesetzt oder die Lésung nach Abnahme des Deckglases auf das Agarpraparat 
getropft und das Deckglas anschlieBend 
wieder aufgelegt. Die Ansatze waren 
wahrend der Einwirkungszeit nur 
dunklem Rotlicht ausgesetzt. Zur 
Kontrolle wurden a) unbeimpfte Pra- 
parate mit TTC und b) mit abgetéteten 
Bakterien beimpfte Praparate mit 
TTC angesetzt und den gleichen Be- 
dingungen unterworfen. 

3. Napi-Reagens. Es wurde nach Abb. 6. Rhodospirillum rubrum. TTC-Reduktion. 
den Angaben von PERNER (1952) in 
waBriger Loésung mit einer Endkonzentration von 0,02% fiir Naphthol bzw. 
Dimethyl-p-phenylendiamin angesetzt. 

Nach etwa Istiindiger Einwirkungszeit von Janusgriin konnten in 
den Zellen deutlich leuchtend rote Granula wahrgenommen werden. 
Janusgriin war also zum roten Diathylsafranin reduziert worden 
(LAazARow u. CooPpERSTEIN, 1954). — Die Versuche mit TTC verliefen 
ebenfalls positiv. Deutlich war die Speicherung des blauen Formazans 
in und an den Granula zu beobachten (s. Abb. 6). Da dieses Formazan 
nicht lipophil ist, kann eine sekundiire Speicherung in der lipoiden Phase 
der Zelle ausgeschlossen werden. Damit wachst zugleich die Wahrschein- 
lichkeit, daB das Formazan am Orte seiner Entstehung abgelagert wird. 
— Auch die Napt-Reaktion zeitigte ein positives Ergebnis. Schon nach 
wenigen Minuten wurde die Speicherung von Indophenolblau in den 
Granula deutlich. Da das Indophenolblau unter normalen Bedingungen 
nicht in die lebende Zelle eindringen kann, wie die Angaben von PHRNER 
(1952) und eigene Versuche zeigen, muf es in der Zelle aus a-Naphthol 
und Diphenyl-p-phenylendiamin gebildet werden. Eine sekundare Spei- 
cherung in lipoiden Strukturen kann aber nach den Versuchen mit Nabr- 
Reagens allein nicht ausgeschlossen werden. Doch legten die Ergebnisse 
mit Stilben-TTC nahe, daB die Nap1-Reaktion von den gleichen Struk- 
turen katalysiert wird. Die Spirillen des Stammes Gt zeigten besonders 


1 Fiir die Herstellung und Uberlassung des TTC sage ich an dieser Stelle Herrn 
Dipl.-Chem. Hrs meinen herzlichsten Dank. 
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bei der Napi-Reaktion in regelmaBigen Abstainden kraftig angefarbte, 
runde Plasmabezirke, die in der Zahl und Anordnung den in Kap. 5 
geschilderten, im Phasenkontrast dunklen Plasmapartien entsprachen. 
Auch die eigentlichen Granula hatten sich blau gefarbt. 

Die Ergebnisse legen nahe, da8 zumindest in einem Teil der Granula 
Redoxfermente lokalisiert sind. Weitere Versuche zeigten, da durch 
Einwirkung von KCN vor bzw. gleichzeitig mit Janusgriin, Nadi-Reagens 
und TTC eine starke Hemmung der genannten Reaktionen eintritt. 


7. Die chemische Konstitution der Granula. 


Hieran schlieBt sich die Frage, ob sich die Analogie zu den Mitochon- 
drien hdherer Organismen auch auf die chemische Konstitution aus- 
dehnen 1aBt. Mitochondrien zeichnen sich nach den bisherigen Unter- 
suchungen durch einen hohen Gehalt an Phospholipoiden (Phospha- 
tide) aus (SCHNEIDER, 1953). Diese sind saureunléslich (Trichloressig- 
siiure, 10°, ig, 4° C), aber léslich in Ather-Alkohol (Scumipt u. THANN- 
HAUSER, 1945; Junr u. Mitarb. 1948). Extraktionsversuche mit Alkohol, 
Ather-Alkohol (2:1), Ather und Aceton zeitigten folgendes Ergebnis: 
Nach 1—2stiindiger Einwirkung von Ather-Alkohol ist morphologisch 
keine merkliche Verinderung der Granula festzustellen; nach 24 Std 
sind die Granula bis auf einen Restkérper von jeweils unterschiedlicher 
GroBe nicht mehr zu sehen; unter Umstiinden kann diese Restsubstanz 
fast die urspriingliche GréBe der Granula besitzen. Dieses Bild andert 
sich auch nach 48- und 72stiindiger Einwirkungsdauer nicht mehr. Die 
Wahl des Fixierungsmittels hat im wesentlichen nur auf den Zeitfaktor 
einen Kinfluf, indem nach Osmiumfixierung die Extraktion im Vergleich 
mit alkoholhaltigen Mitteln verzégert wird. Alkohol allein extrahiert 
ebenfalls; jedoch konnte nach 24 bzw. 48 Std nur eine relativ schwache 
Gro6Benabnahme der Granula beobachtet werden. Wird nur mit Ather 
nach Durchlaufen der Alkoholreihe extrahiert, so ergibt sich das gleiche 
Bild wie mit Ather-Alkohol. Nach Einwirkung von Aceton war im Plasma 
an Stelle der Granula ein heller Hof und der Restkérper zu sehen. Es 
konnte mitunter aber auch die vollstandige Erhaltung der morphologi- 
schen Struktur der Granula beobachtet werden. 

In jedem Falle firbten sich aber nach der Extraktion die Granula mit 
Fettfarbstoffen nicht mehr; es sind also sicherlich auch dann Stoffe aus 
den Granula extrahiert worden, wenn morphologisch keine Verinderun- 
gen sichtbar wurden. Aus diesen Versuchen mit organischen Loésungs- 
mitteln darf wohl auf eine Beteiligung von Lipoiden am Aufbau der 
Granula geschlossen werden. Das lieB sich auch durch die Farbung der 
Granula mit Sudanschwarz (nach ACKERMANN, 1952) bestiitigen. Das 
teilweise nach Acetoneinwirkung beobachtete Schwinden der Granula- 
substanz spricht nicht unbedingt gegen das Vorhandensein von Phospho- 
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lipoiden, obwohl diese im allgemeinen nicht in Aceton léslich sind. Die 
nach Aceton- und — in noch viel ausgepragterem Mae — nach Chloro- 
formeinwirkung auftretenden Veriinderungen in der Zelle sind wahr- 
scheinlich keine echten Lésungsphinomene. Sofort nach Einbringen in 
die genannten Losungsmittel tritt im Bereich der Granula eine starke 
Aufhellung ein, die bei Chloroform so weit fiihrt, daB an Stelle der Gra- 
nula nur noch ,,Lécher“ von der GréBe und Form der Granula zu sehen 
sind. Auch bei unsachgemafer Uberfithrung alkoholfixierter Praparate 
in Wasser konnte mitunter ein Schwinden der Granula im Mikroskop 
beobachtet werden. 

WACHSSTEIN (1950) beschreibt in Anlehnung an Gomort eine Methode 
zum histochemischen Nachweis von Saurephosphatase in Polkérperchen. 
Die Granula der Spirillen ergaben eine 
positive Reaktion; das gleiche Ergebnis 
zeitigte die Modifikation nach Macary 
(1951) (Abb. 7). Die Spezifitat dieser Me- 
thoden ist aber umstritten. Als sicherster 
Nachweis der Phospholipoide gilt im all- 
gemeinen die Methode nach Baker (1946). moe 
Nach ihr farbten sich die Granula blau- ee 


schwarz an. Man darf daher wohl an- Abb. 7. Rhodospirillum rubrum. 
nehmen, daB am Aufbau der Granula Phos- Alcohol ening, 
? . Phosphatnachweis (MACARY). 


phatide beteiligt sind. Auch derPhosphat- 
nachweis nach WINDIsSCcH u. Mitarb. (1953) zeitigte ein positives Ergebnis. 
Das mikroskopische Bild der Granula (sehr dunkel im Phasenkontrast- 
bild und scharf begrenzt) und ihre zahlen- und gréBenmaBige Anderung 
in Abhangigkeit vom Substrat lie8 erwarten, dais auch Meta- oder Poly- 
phosphate (kondensierte Phosphate — TuiLo, 1951) in den Granula 
enthalten sind (BRINGMANN, 1950; EpEn, 1952; Mupp, 1954; SMITH u. 
Mitarb., 1954; Gruia u. Hartsent, 1954). Diese werden cytologisch 
mit Toluidinblau nachgewiesen, das Metaphosphate metachromatisch 
rot farbt (Wramn, 1947). Die Methode ist zwar nicht unbedingt spe- 
zifisch (W1AME, 1947), erlaubt aber die Abtrennung von den Stoffen, die 
noch am Aufbau der Granula beteiligt sein knnen wie RNS, DNS u. a. 
Proteine. Diese Verbindungen firben sich naimlich blau an. — Die 
Granula der Rhodospirillen zeigten zumeist deutlich den metachroma- 
tischen Effekt. Der Nachweis fiel nicht immer positiv aus, weil, wie man 
wohl annehmen muB8, die Granula nicht standig kondensierte Phosphate 
fiihren. Besonders in sich rasch entwickelnden Kolonien auf glutamin- 
siurehaltigem Agar farbten sich nach 24 Std in den Zellen gelegentlich 
einige Granula nicht metachromatisch, sondern blau an. Nach Extrak- 
tion mit kalter Trichloressigsiure (TCS) (10% ig, 4° ©, 24 Std) war die 
Starke der metachromatischen Farbung um einen geringen Betrag gegen- 
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iiber dem unbehandelten Vergleichspraparat verringert ; nach Extraktion 
mit heiBer TCS (10% ig, 60° C, 20 min) trat eine merkliche Abnahme 
der metachromatischen Farbung, aber keine vollige Eliminierung ein. 
90° C heiBe TCS (5% ig, 15 min) extrahierte die Granula vollstandig. 
Nur gelegentlich waren noch Reste zu sehen, die aber wahrscheinlich 
Artefakte darstellen. Man darf daher wohl auf eine zumindest zeitweilige 
Beteiligung von kondensierten Phosphaten am Aufbau der Granula 
schlieBen. Die verschiedenen Ergebnisse nach heiBer und kalter TCS- 
Behandlung lassen die Beteiligung von zwei Phosphatfraktionen am 
Aufbau der Granula (WrAME, 1949) vermuten. 

Wie wir gesehen haben, werden die Granula durch 48stiindige Ex- 
traktion mit Ather-Alkohol und eine anschlieBende Behandlung mit 
kalter TCS von gleicher Dauer nicht vollstaéndig aus der Zelle entfernt. 
Am Aufbau dieses Restkérpers kénnen neben den schon nachgewiesenen 
Anteilen unter anderem verschiedene Proteine (z. B. als Apofermente) 
und RNS beteiligt sein. Hei&e TCS (90° C) entfernt auBer den Metaphos- 
phaten auch RNS, DNS (WinpeR u. Denneny, 1954) und méglicher- 
weise auch noch andere EiweiBk6rper aus dem Zellverband. Da auf 
diesem Wege eine weitere Differenzierung nicht méglich ist (auch bei 
Zimmertemperatur wird RNS mit TCS extrahiert), versuchten wir mit 
Fermenten eine weitere Trennung zu erreichen. 

Die Fermente wurden wie folgt verwandt: 

Pepsin DAB6 (Chem.-pharm. Werke, Rostock) gelést in n/100 Salzsiure, 
0,04% ig; Trypsin puriss. (Rostock) in m/15 Phosphatpuffer (pp 7,5) geldst, 
0,04% ig; Ribonuclease (kristall., salz- und proteasefrei, Herst.: Light u. Co., 
England, bzw. im Institut hergestellte Ribonuclease) 0,02% ig in m/15 Phosphat- 
puffer, px 6,5. 

Alle Fermente wirkten bei 37° C ein. Einwirkungsdauer: Ribonuclease 
10—20 min, die tibrigen 30 min. 


Pepsin und Trypsin bewirkten einen deutlichen Abbau des Cytoplas- 
mas, der sich in einer Aufhellung des Phasenkontrastbildes und einem 
Nachlassen der Anfarbbarkeit auBerte. Der stiirkste Effekt konnte be- 
obachtet werden, wenn einer kurzen Hydrolyse (n-HCl, 55° C, 1—2 min) 
die Behandlung mit Pepsin und darauf mit Trypsin folgte. Das Cyto- 
plasma war danach auch mit dem Phasenkontrast nicht mehr zu sehen. 
Die Granula zeigten im morphologischen und farberischen Bild keine 
Verainderungen. — Auch nach Ribonucleaseeinwirkung waren die Gra- 
nula morphologisch unveriindert. Ribonucleasebehandlung nach Alkohol- 
Atherextraktion (24 Std) bewirkte dagegen eine geringe aber zumeist 
deutliche Gr6éBenabnahme der Granula. Die gréBeren Granula schienen 
im Innern aufgehellt zu sein, Fehlte die Ather-Alkoholextraktion vor der 
Fermentbehandlung, so maskierten sicherlich die noch vorhandenen 
Lipoide den fermentativen Abbau. Wenn auch in manchen Fallen der 
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Entscheid, ob eine Verdauung durch Ribonuclease stattgefunden hat, 
nicht leicht zu treffen war, weil die Granula hinsichtlich GréBe und Aus- 
sehen variieren, so konnte doch eindeutig eine Verringerung der Intensi- 
tat der Farbung mit Giemsa, Pyronin und Methylenblau nach Verdauung 
mit Ribonuclease beobachtet werden. 


Diskussion der Ergebnisse. 


Die fiir den Bereich der Granula nachgewiesene Fermentaktivitiat 
und die Beteiligung von Phosphatiden am Aufbau dieser Zelleinschliisse 
stimmen mit den von Mupp (1954) fiir die cytoplasmatischen Granula 
genannten Kigenschaften tiberein. — Die starke Basophilie der Granula 
und die betrachtlich verminderte Farbbarkeit nach Ribonucleaseein- 
wirkung wiesen auf das Vorkommen von RNS in den Granula hin. Die 
Tatsache, daB nach Ather-Alkoholextraktion und anschlieBender Ver- 
dauung immer ein Restkorper von unterschiedlicher GréBe im Bereich 
der Granula zu finden ist, der sich bis zu einem gewissen Grad in kalter, 
vollstandig aber in heiBer TCS lost, deutete — zusammen mit dem 
firberischen Nachweis — auf einen relativ hohen Anteil der konden- 
sierten Phosphate an der Substanz der Granula hin. Uber die genaue 
chemische Konstitution der mit TES extrahierbaren und mit Toluidin- 
blau metachromatisch farbbaren Substanz und die Art der Bindung, mit 
der sie in das Plasma eingebaut ist, kann natitirlich nach den vorliegen- 
den Ergebnissen nichts ausgesagt werden. Die Untersuchungen von EBEL 
(1952) legen es nahe, daB es sich bei den genannten Kinschlissen um 
Poly- und nicht, wie haufig angegeben, um Metaphosphate handelt. 

Der Nachweis der genannten Verbindungen zwingt aber nicht zu dem 
SchluB, daB jedes Granulum alle diese Stoffe enthalt. Es ware durchaus 
denkbar, daB in Analogie zu anderen Bakterien (MUDD, 1953, 1954; 
Grubta_u. Hartsett, 1954) die Granula der Rhodospirillen unterein- 
ander hinsichtlich Zusammensetzung und Funktion differieren; in der 
Art etwa, daB neben den cytoplasmatischen Granula, die auch Meta- 
phosphate anlagern kénnen, Metaphosphatkomplexe ausgebildet werden, 
die mit RNS verkniipft sind. Es wurde versucht, durch Zweifachfarbung 
TTC-Azur I, TTC-Toluidinblau) eine Unterscheidung der Granula zu 
erméglichen. Dabei ergab sich, daB die gleichen Strukturen, die blaues 
Formazan anlagern, im Innern réotlich aufleuchten (Azur I). Auch bei 
anderen Farbungen verhielten sich die Granula immer einheitlich, mit 
der einen Ausnahme, daB mitunter nach Toluidinblaufarbung ein Teil 
der Granula sich nicht metachromatisch sondern blau farbte. Die Er- 
fahrungen mit dem Stamm Gt hingegen zeigen uns, dab die Atmungs- 
fermente nicht allein auf die scharf begrenzten Granula beschrankt 
sondern auch in den dunklen Plasmabezirken zu finden sind, Diese 
Plasmabereiche fiithren keine Metaphosphate und entsprechen annihernd 
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dem morphologischen Bild der ,,Dunkelzonen‘‘, fiir die Mupp (1954) 
einen ,,Mitochondrien“‘-Nachweis gefihrt hat. Nach den bisherigen 
Ergebnissen kann also keine eindeutige Unterscheidung der Granula 
getroffen werden. Uber Versuche, elektronenmikroskopisch eine Diffe- 
renzierung zu erzielen, soll an anderer Stelle berichtet werden. 


Zusammenfassung der Ergebnisse. 


1. In den Zellen von Rhodospirillum rubrum (4 isolierte Stiimme) 
treten regelmaBig zahlreiche, im Phasenkontrast dunkel erscheinende, 
meist scharf begrenzte Granula auf. 

2. In diesen Granula wurden Redoxfermente nachgewiesen. 

3. Am Aufbau der Granula sind Phospholipoide, Ribonucleinsaéure 
und Metaphosphate beteiligt. 


Fiir die Erméglichung der Arbeit und das groBe Interesse an ihrem Fortgang 
bin ich Herrn Prof. Dr. H. Kn6xx sehr zu Dank verpflichtet. 
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Untersuchungen tiber einen Sporulations- 
und Wachstumshemmstoff in Oedogonium- Kulturen. 


Von 
FRITZ BUHNEMANN. 


Mit 7 Textabbildungen. 
(EHingegangen am 5. April 1955.) 


Die Bildung von Wachstumshemmstoffen in alternden Kulturen ver- 
schiedener Algenarten ist mehrfach untersucht worden (z. B. HARDER, 
1917; Pratt u. Mitarb., zuletzt 1945; von DENFFER, 1948; SPOEHR u. 
Minner, 1949; Tamrya, 1951; vgl. auch Prrson, 1949). In Oedogonium- 
Kulturen konnte die vom Kulturalter abhangige Anreicherung eines 
Stoffes nachgewiesen werden, der das Wachstum und die Sporenbildung 
der Kulturen hemmt. Im folgenden werden erste Untersuchungsergeb- 
nisse tiber den EinfluB dieses Stoffes auf die Sporulationsintensitaét und 
das Wachstum mitgeteilt. 


Methodik. 


Als Versuchsmaterial dienten Kulturen eines 2 Stammes von Oedo- 
gonium cardiacum Wittr. (PRINGSHEIMs ,,Culture Collection of Algae 
and Protozoa‘‘, ehemals Cambridge, jetzt Géttingen, Nr. 575-1.B). Die 
Algen wurden nach der an anderer Stelle (BiHNEMANN, 1955) beschrie- 
benen Methode kultiviert und die Sporenbildung nach der dort er- 
lauterten Versuchsanordnung untersucht. 


Die Sporenbildung wurde in den mit 5 cm’ Lésung gefiillten SporulationsgefaBen 
getestet. Die aus den Fadenzellen entleerten Zoosporen schwammen positiv photo- 
taktisch an das dauernd beleuchtete Lichtfenster des SporulationsgefaiBes. Auf den 
innen vor das Lichtfenster gestellten und in bestimmten Zeitabschnitten aus- 
gewechselten Deckgliisern keimten die Zoosporen mit einer Haftscheibe aus. Die 
Zahl der auf den Deckglisern ausgekeimten Zoosporen wurde bestimmt. 

Die mittlere Kinsaatdichte in den SporulationsgefiBen wurde mit Hilfe von 
Trockengewichtsbestimmungen eines Teiles (L0—20%) der gleichgroB gewahlten 
Kinsaatportionen festgestellt. Der Mittelwert wurde durch das mittlere Trocken- 
gewicht einer Zelle des betreffenden Kulturalters dividiert, so daB damit die mittlere 
Kinsaatdichte mit geniigender Genauigkeit bekannt war. Zur besseren Aufteilung in 
gleichgroBe Portionen wurden die Algenfiiden in kurze, etwa 5 mm lange Stiicke 
zerschnitten. Die aus den zerstérten Zellen austretenden Substanzen wurden sorg- 
faltig abgespiilt. AnschlieBend wurden die Zellen nochmals 3 Tage in der vorher ab- 
gegossenen alten Kulturlésung im normalen 12stiindigen Licht-Dunkel-Wechsel 
belassen, ehe sie zur Einsaat in die SporulationsgefiBe gelangten. Um die Streuung 
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in der GréBe der Einsaatportionen festzustellen, wurde aus einer groBen Zahl von 
Trockengewichtsbestimmungen (n = 185) die prozentuale Abweichung vom Mittel- 
wert bestimmt und der Variabilitatskoeffizient berechnet (vgl. Post, 1952). Er 
betragt 10,1 (= o in Prozenten des Mittelwertes). Dieser Wert ist ein MaB fiir die 
Genauigkeit, mit der die GréBe der Einsaatportionen festgestellt werden kann. 

Desgleichen wurde aus einer groBen Zahl von Einzelversuchen die Streuung fiir 
die X, + 2,-Werte bestimmt. 2, ist die innerhalb der 1. Sporulationsperiode, 
», die innerhalb der 2. Sporulationsperiode gezahlte Menge an Keimlingen (vgl. 
Btunemann, 1955a). Der aus insgesamt n = 363 einzelnen >, + ¥,-Werten ge- 
wonnene Variabilitatskoeffizient betragt 33,7. In diesem Wert ist die Streuung der 
Hinsaatmenge, die durch die Versuchsmethode bedingte Variabilitat und die vom 
Objekt abhangige Streuung enthalten. 

Als Ma8 fiir die Sporulationsintensitit der Kulturen wurde sowohl der X, + 5}- 
Wert als auch die Sporulationsintensitat in den ersten 4 Sporulationsperioden nach 
der Hinsaat in die SporulationsgefaBe benutzt. Y, + 2, stellt bei den hier benutzten 
Hinsaatdichten von 10° bis 2- 10° Zellen 60—80% der nach Ablauf der gesamten 
Sporenbildung auf den Deckglasern gezihlten Keimlinge dar. Bei diesen Einsaat- 
dichten sporulieren in frischer Nahrlésung oder in dest. Wasser nicht mehr als 10% 
der eingebrachten Zellen in der 1. und 2. Sporulationsperiode. 

Zur statistischen Sicherung der Versuchsergebnisse wurde die Varianzanalyse 
herangezogen (HARTE, 1950, und Post, 1952). Die Zahl der fiir jede Versuchsbedin- 
gung angesetzten Parallelen n (Sporulations- oder KulturgefaBe) ist bei den einzel- 
nen Versuchen angegeben. Geniigend sterile Kautelen wurden eingehalten. 


Versuchsergebnisse. 


Nach Beimpfen neuer KulturgefaiBe mit Impfmaterial aus maximal 
4 Wochen alten Kulturen findet, vorausgesetzt daB die neu beimpften 
Kulturen gut durchliftet werden, kaum Sporenbildung in der frischen 
Nahrlésung statt. Bei Verwendung alteren Impfmaterials zerfallen die 
Algenfiden stark infolge lebhafter Sporenbildung. Dieses verschiedene 
Verhalten der Zellen aus alten und jungen Kulturen tritt jedoch nur bei 
kleiner Einsaatdichte ein (weniger als 10° Zellen in 50 cm? frischer Nahr- 
lésung). Bei gréBeren Einsaatdichten kann auch in alterem Impfmaterial 
die Sporenbildung in frischer Nahrlésung unterdriickt werden. Es war 
naheliegend, fiir dieses Verhalten die unterschiedlichen Differenzen 
zwischen den Niahrsalzgehalten der alten Kulturlésungen einerseits und 
der frischen Nahrlosung andererseits verantwortlich zu machen. 


Zar Prifung der Sporenbildung gleichalter Kulturen in verschieden 
alten Kulturlésungen wurde die Sporulationsintensitat (gemessen als 
S, + 5,-Wert) in den Kulturlésungen untersucht. Die zur Sporenbildung 
gelangenden Zellen wurden vorher 3 Tage a) mit der normalen Be- 
leuchtungsstirke (700 Lux) und b) mit Starklicht (5000 Lux) im 12stiin- 
digen Licht-Dunkel-Wechsel beleuchtet (Abb. 1). Starklichtbehandlung 
vermindert die Sporulationsintensitat, so da die Wirkung der Kultur- 
lésungen auf normale und durch Starklicht geschadigte Zellen gleichen 
Kulturalters untersucht wurde. Die Deckgliser in den Sporulations- 
gefaBen wurden alle 6 Std ausgewechselt. 


16 F. BUHNEMANN: 


Um zu priifen, in welchem Ausmaf die Zellen wahrend ihres 2tagigen | 
Aufenthaltes im Sporulationsgefa den py-Wert der Kulturlésung ver-_ 
andern, wurde der Wert vor und nach dem Versuch mit dem Ionoskop | 
von Pusu bestimmt. ‘ ; 


In Abb. 2 sind Ordinate und Abszisse in gleichgroBe py-Einheiten eingeteilt; die 
Ausgangswerte der alten Kulturlésungen liegen auf einer um 45° durch den Null- | 
punkt des Koordinatensystems gehenden Geraden. Auf der Ordinate sind die nach ) 
Versuchsende (2 Tage) gemessenen Werte aufgetragen. Die zueinander gehorigen | 
Werte von Ausgangs- und End-pq in ein und derselben Kulturlésung sind durch | 
Vektoren verbunden. Richtung und Linge | 
jedes Vektors gibt die Richtung und GréBe : 
der py-Verschiebung nach dem 2tagigen 
Versuch an. 


7000 


okontrolle 


Semen tes heal ol) — 
OM BITS 7 70 Wochen 76 7 7 
Alter der Kulturlosung —e PH 
Abb. 1. Abb. 2. 


Abb. 1. Oedogoniwm cardiacum. Sporulationsintensitiit (2, -+ 2.) von 10 Wochen alten Kulturen 
vorher (mit 700 Lux [Kurve a] und mit 5000 Lux [Kurve 6] behandelt) in 0—16 Wochen alten Kultur- 
lésungen. Mittlere Einsaatdichte 1,65 -10° Zellen in 5 cm* Lésung. Hinsaatzeit 21 Uhr. n = 2. 


a b 
Minimumwerte fiir gut gesicherte Differenzen (99%): 3620 2800 j 
Minimumwerte fiir gesicherte Differenzen (95%): 1640 1220 : 
Mittlerer Versuchsfehler (in Prozent des Mittelwertes): 4,6% 5,9% 


Abb. 2. Oedogonium cardiacum. Anderung des pq-Wertes von 0—16 Wochen alten Kulturlésungen 
nach 2tigiger Sporenbildung in ihnen, « (o) zu Kurve a (b) in Abb. 1. Erklirung im Text. 


Kin Zusammenhang zwischen py-Verschiebung und der Sporulations- 
intensitiit (Abb. 1) ist nicht erkennbar. Bemerkenswert ist jedoch die 
Tatsache, dafs mit zunehmendem Kulturalter (iiber 10 Wochen hinaus) 
die sporulationshemmende Wirkung der Kulturlésung wieder abnimmt. 
Beide Teilversuche ergeben, daB die hemmende Wirkung der 16 Wochen 
alten Kulturlésung derjenigen von 3—5 Wochen alten Kulturen gleicht. 
Dieser Befund deutet bereits darauf hin, daB die Nahrsalzverarmung 
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oder pq-Anderung in alternden Kulturlésungen keinen Einflu8 auf die 
Sporulationsintensitat hat. 


Tabelle 1. Oedogonium cardiacum. Sporulationsintensitit von 9 Wochen alten Kulturen 
in verschiedenen Lisungen. 
Mittlere Hinsaatdichte 1,47 - 10° Zellen in 5 cm Lésung. Hinsaatzeit 21 Uhr. n = 4 
a a OE 
Sporulations- 
intensitat 
(21 + 22) 
ee ee eae 
10 Wochen alte Kulturlésungen : 


Lésung im SporulationsgefiB 


a) mit normaler Nahrsalzkonzentration (zusitzlich) . . . . . 7 

meunpenandeltct 400.) a) 2 fe. OY. eM gkne aes 79 
Kontrolle 

a) destilliertes Wasser. ... 7... . B: aetegy Hae ts Pe 1930 

PLSCDSINGnTOsine 5 he hake AL koe ee 1380 


Um véllig auszuschlieBen, da der py-Wert der alten Kulturlésungen bzw. ihre 
geringe Nahrsalzkonzentration die Intensitaét der Sporenbildung hemmen, wurde 
eine 10 Wochen alte Kulturlésung zusitzlich mit einer normalen Nahrsalzkonzen- 
tration versehen und ihr py-Wert mit n HCl auf 7,2 eingestellt. Wie das Sporu- 
lationsverhalten (Tab. 1) erkennen lat, sind die Nahrsalzverarmung und der py- 
Wert der alten Kulturlésungen 
nicht fiir ihre sporulationshem- 
mende Wirkung entscheidend. 


Tabelle 2. Oedogonium cardiacum. Sporulations- 
intensitdt von 15 Wochen alten Kulturen in 
Lésungen mit verschiedenem py-W ert. 
Mittlere EKinsaatdichte 1,0-105 Zellen in 5 cm? 
Lésung. Hinsaatzeit 21 Uhr. n = 3. Erklarung 
im Text. 


Die von der Sporula- 
tionsintensitaét weitgehend 
unabhangige Regulations- 


faihigkeit des py-Wertes der Rea Sporulations- 
Nahrlésung geht auch aus neweptlaet tas oath ees 
folgendem Versuch hervor: nee ene 
Die Sporenbildung wurde 5,2 4 468 
in frischen Nahrlosungen 5,59 690 
untersucht, die mit einer 6,07 1135 
gegentiber der normalen ae eh: 
Nahrlésung vierfach groBe- 7, 02 1200 
ren Phosphatkonzentration 7,40 997 
versehen waren. Der unter- 8,00 869 
suchte px-Bereich lag, bei Ae es 
jeweils gleicher Gesamtmo- ae NTESIS 1450 


laritat des Phosphatpuffers, 


zwischen den pa-Werten 4,53 und 9,0. Aus den 2; + 2,-Werten ist eine 
deutliche py-Abhangigkeit der Sporulationsintensitat ersichtlich (Tab. 2) ; 
der Kontrollwert wird jedoch nicht erreicht. Nach Versuchsende (am 
2. Tage um 24 Uhr) wurde der px-Wert in den beimpften und in den 
gleichaltrigen, unbeimpft gebliebenen Lésungen gemessen (die Lésungen 
wurden wenige Stunden vor Versuchsbeginn angesetzt). Die zellfreien 


9 
Archiv f. Mikrobiologie, Bd. 23. 2 
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Lésungen wurden — wie auch im vorausgegangenen Versuch — vor der 
Messung stark geschiittelt, um eine gleichmaBige Anreicherung mit CO, 
zu erzielen. Auch in Abb. 3 liegen die Ausgangswerte auf einer Geraden 
(vgl. Erklarung zu Abb. 2). Die px-Differenzen am Versuchsende zwischen 
beimpfter (ausgezogene Kurve) und unbeimpft gebliebener Lésung (ge- 
strichelte Kurve) geben die Richtung und das Ausma8 der py-Ver- 
schiebung unter dem Einflu8 der Zellen an. Die Werte werden in Rich- 


a7 7:3 
9 65 ef 
rte? a gg 
ae es ebrauchte frische 
qua dest uiturlosung Néhrlosur 
Be A — Bae 
Abb. 4. 


Abb. 3. Oedogonium cardiacum. Anderung des py-Wertes von gepufferten Nahrlésungen (pq-Bereich 
4,53—9,0) nach 2 tiagiger Sporenbildung in ihnen, « = Kontrolle, Erklirung im Text. 
Abb. 4. Oedogonium cardiacum. Sporulationsintensitit (2, + 2.) von 10 (Kurve J) und 13 Wochen 
(Kurve ZZ) alten Kulturen in verschiedenen Mischungsverhiiltnissen von alter Kulturlésung und 
destilliertem Wasser (A), bzw. frischer Nihrlésung (B). Alter der Kulturlésungen: 10 (J) und 8 (J) 
Wochen. I: vorher 3 Lichtphasen mit 5000 Lux. Mittlere Hinsaatdichte: 1,8 - 10° (Z) und 1,5 - 10° (Z7) 
Zellen in 5 cm*Lésung. Hinsaatzeit 21 Uhr. n = 3. 


I II 
Minimumwerte fiir gut gesicherte Differenzen (99%): 2340 790 
Minimumwerte fiir gesicherte Differenzen (95%): 1340 470 
Mittlerer Versuchsfehler (in Prozent des Mittelwertes) : 3.8% 3,1% 


tung auf einen py-Wert von 7,5 veriindert. Entsprechend der geringeren 
Pufferkapazitét der normalen Nihrlésung ist die py-Verschiebung in 
dieser stérker. Im alkalischen Bereich ist die Regulation bedeutend 
geringer als im sauren Bereich. 

Wenn ausschlieBlich ein von den Zellen ausgeschiedener Hemmstoff 
in den alten Kulturlésungen die Sporulation hemmt, so muB es gleich- 
giltig sein, ob die Kulturlésungen mit dest. Wasser! oder frischer Nahr- 
losung ,,verdiinnt‘‘ werden. In beiden Fallen muB die Verdiinnung der 


1 Es wurde nur quarzdestilliertes Wasser benutzt. 
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Kulturlésung ihre hemmende Wirkung herabsetzen. Abb. 4 zeigt das 
Ergebnis von zwei Versuchen dieser Art. Kurve I zeigt die Sporulations- 
intensitat (2 + 23) von Zellen aus 10 Wochen alten Kulturen in den 
Verdiinnungsreihen ihrer eigenen Kulturlésungen; Kurve II von Zellen 
aus 13 Wochen alten Kulturen. Diese Zellen hatten bereits vorher zu einem 
Sporulationsversuch gedient und waren anschlieBend gesammelt und in 
ihrer alten Kulturlésung eine Woche im normalen Licht-Dunkel-Wechsel 


1200 
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Keimlinge in 3 Stunden —> 
BS 
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Abb. 5. Oedogonium cardiacum. Sporenbildung 12 Wochen alter Kulturen in frischer Nahrldsung (o—o) 
und 12 Wochen alter Kulturlésung (e—e). Mittlere Einsaatdichte 1,4 - 10° Zellen in 5 cm*® Lésung. 
Hinsaatzeit: (A) 15 Uhr. n = 3. 


aufbewahrt worden. Die Sporulationsfahigkeit ist wegen der voraus- 
gegangenen Sporenbildung herabgesetzt. Trotzdem zeigen die Zellen ent- 
sprechendes Verhalten in den Verdiinnungsreihen der 8 Wochen alten 
Kulturlésungen. Der verschiedene Verlauf von Kurve I und IT 1aBt 
auBerdem erkennen, daB sich die Zellen nach verschiedener Vorbehand- 
lung in ihrer Sporulationsbereitschaft unterscheiden (vgl. BUHNEMANN, 
1955 a u. b). 

Die Sporulationsrhythmik der Kulturen bleibt auch in den hemmstoff- 
haltigen Losungen erhalten (Abb. 5). 

In einem weiteren Versuch mit Verdiinnungsreihen wurde zusatzlich 
die Sporenbildung in einer 10 Wochen alten und weitere 8 Wochen zellen- 
frei abgestandenen Kulturlésung untersucht (Tab. 3). Die Kulturlosung 
wurde im Dunkeln aufbewahrt. Der Verlust der Sporulationshemmung 
in der abgestandenen, zunichst mit reichlich Hemmstoff versehenen 


Kulturlésung erginzt den in Abb. 1 wiedergegebenen Befund tiber die 
O* 
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Sporenbildung in 16 Wochen alten Kulturlésungen. Auch der von 
Diatomeen-Kulturen ausgeschiedene Hemmstoff (von DENFFER, 1948) 
verliert nach lingerem Aufbewahren der zellenfreien Losung seine Wirk- 
samkeit (CouLon, 1955). 


Tabelle 3. Ocdogonium cardiacum. Sporulationsintensitat 16 Wochen alter Kulturen in 
Mischlésungen aus alten und frischen Kulturlisungen, sowie in abgestandener alter 
Kulturlésung. 

Mittlere Einsaatdichte 2,5 - 10° Zellen in 5 cm® Lésung. Einsaatzeit 21 Uhr. n = 4. 


Sporulations- 

Frische Nahrlésung 10 Wochen alte Kulturlésung intensitiit 

(21 + 22) 
10 0 5390 
9 1 5250 
7 3 - 4100 
5 5 2400 
3 7 1310 
il 9 1080 
0 10 | 770 

10 Wochen alte Kulturlésung, die 8 Wochen zellenfrei auf- 

bewahbrt, wurde) :720 Yo ee oes ek Ck Breck tee | 6190 


Minimumwerte fiir gut gesicherte Differenzen (99%): 481 
” ” ‘ath ” ” (95%): 320 
Mittlerer Versuchsfehler (in Prozent des Mittelwertes) : 0,99%. 


Offensichtlich ist die starke Hemmstoffbildung in den Oedogoniwm- 
Kulturen, insbesondere die Ausscheidung des Stoffes in die Kulturlésung, 
an einen bestimmten physiologischen Entwicklungszustand der Zellen 
gebunden. Mit zunehmendem Kulturalter geraten immer mehr Zellen in 
dieses Stadium, die Hemmstoffkonzentration der N&hrlésung nimmt zu. 
Gleichzeitig wird aber der Hemmstoff durch unbekannte, vielleicht von 
den Zellen ausgehende Faktoren (vgl. 8. 26) teilweise inaktiviert oder 
zerstort. Wenn mit weiterem Altern der Kultur der fiir die starke 
Hemmstoffausscheidung der Zellen wichtige Entwicklungsabschnitt ver- 
lassen wird, gewinnen die abbauenden Vorgiinge die Oberhand, der | 
Hemmstoffgehalt der Kulturen nimmt wieder ab. Dieser vermutete 
Sachverhalt wird in den Diagrammen der Abb. 6 erlautert. Vergleicht 
man die woéchentliche Zellenvermehrungsrate (I, abgeleitet aus Abb. 3 
bei BUHNEMANN, 1955a) mit der wéchentlichen Zunahme der Hemm- 
wirkung (II—IV, aus 3 verschiedenen Versuchen), so bekommt man fiir 
ein bestimmtes Entwicklungsstadium der Oedogoniwm-Kulturen eine 
maximale Hemmstoffausscheidung. In der gleichen Zeit (3. Kulturwoche) 
ist das Teilungswachstum der Kulturen weitgehend erloschen. Die Be- 
funde von Prarr u. Mitarb. (1940—1945) iiber die ,,Chlorellin‘‘-An- 
reicherung in Chlorella-Kulturen zeigen einen ahnlichen Zusammenhang 
zwischen Wachstumstitigkeit und Hemmstoffausscheidung. 
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Um Anhaltspunkte iiber die mit der Zeit stattfindene Zerstorung 
oder Inaktivierung des Hemmstoffes zu gewinnen, wurde der EinfluB 
der Temperatur und des Lichtes auf die Hemmstoffinaktivierung 
untersucht. In diesen Versuchen wurde nur am Versuchsende die Zahl 
der an den Deckglisern haftenden Keimlinge bestimmt (2X, + als 
die Deckglaser wurden wiih- 
rend des Versuches nicht aus- 
gewechselt. 

Da die Kulturen ausschlieB- 
lich mit Kunstlicht (Philips- : 
Argenta-Lampen, 100 und a, SSL SE 
60 Watt ; ohne wesentliche UV- een a ANY 
Emission) beleuchtet wurden, 
kann eine UV-Wirkung bei 
der Inaktivierung des Hemm- 
stoffes keine Rolle spielen. Zur 
Priifung des Einflusses des 
kurzwelligen Strahlenberei- 
ches wurden zellenfreie, hemm- 
stoffreiche Kulturlésungen mit 
dem durch das Schott-Filter 
BG 12  (Durchlissigkeitsbe- 
reich im sichtbaren Bereich 
325—500 mu, im  Ultrarot 
1600—3000 my) herausgefilter- 
ten Spektralbereich bestrahlt ; 
und zwar 0—72 Std bei 25° C. 


wochentlicher 
Zellenzuwachs (-10°) 
& D 


S % 


wochentliche Zunahme der Hemmwirkung —> 


1 5 me T T Ve ac seed 
Die Bestrahlungsstarke ent ul : ; HWhchena 
sprach im sichtbaren Bereich Alter der Kulturlésung 
der von 750 Lux ungefilterten Abb. 6. Oedogonium cardiacum. Kurve I: Wéochent- 

c ie mit einer MeB- liche Zellenvermehrungsrate in Abhangigkeit vom 
Lichtes, ithe Kulturalter. Kurve II— IV: Wéochentliche Zunahme 


anordnung aus Thermosadule, aes Sporulationshemmstoffes in den Kulturlésungen 

in Abhingigkeit vom Kulturalter. 3 Parallelversuche 
Galvanometer und Luxmeter (10:17. 7. 1952, TIT u. IV: 25, 9. 1953). 
ermittelt wurde. Der Abstand 


von der wassergekiihlten Licht- 

quelle zur bestrahlten Lésung betrug 19 cm. Selbst nach der lingsten 
Bestrahlungsdauer (Tab. 4) ist keine Abnahme der Hemmwirkung zu 
beobachten. Dieser Befund ist deshalb von besonderem Interesse, weil 
die Kulturen bei Bestrahlung mit dem Spektralbereich bereits in der alten, 
hemmstoffreichen Kulturlésung zur Sporenbildung angeregt werden. 
Offensichtlich beruht der Effekt nicht auf einer Inaktivierung des Hemm- 
stoffes in der Kulturlésung; die Zellen werden vielmehr durch das Licht 


aktiviert (vgl. BéuNEMANN, 1955c). 
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Tabelle 4. Oedogonium cardiacum. Sporulationsintensitét von 17 Wochen alten 
Kulturen in vorher 0—72 Std mit dem BG12-Spektrum bestrahlten 8 Wochen alten 
Kulturlésungen. 

Mittlere Einsaatdichte 1,7 - 10° Zellen in 5 cm? Lésung. Einsaatzeit 21 Uhr. n = 3. 


Sporulations- 

Bestrahlungsdauer in Stunden intensitat 

(2, + 22) 
0 4 
6 5 
12 20 
24 32 
72 6 
Kontrolle (destilliertes Wasser) . .......- SORE 2280 


Wurden hemmstoffreiche Kulturlésungen bei 100° C im Thermostaten 
bis zur Trockne eingedampft und sodann mit einer gleichen Menge destil- 
lierten Wassers wieder aufgefiillt, so war eine deutliche Verminderung des 
Hemmeffektes zu beobachten (Tab. 5, 1), die auch bei einer unter 60° C 
eingedampften Lésung zu beobachten war (Tab. 5,2). Nach der Auf- 
nahme in dest. Wasser blieb in der Lésung ein flockiger Niederschlag, der 
jedoch nicht entfernt wurde. Wurden die Lésungen dagegen nur auf 95° C 
erhitzt, ohne dabei einzudampfen, so konnte keine Minderung der Hemm- 
wirkung gefunden werden (Tab. 5, 3). 


Tabelle 5. Oedogonium cardiacum. Sporulationsintensitat in verschieden 
vorbehandelten Kulturlésungen. 
Einsaatzeit 21 Uhr. n = 3. Kulturalter (Teil 1—3): 13, 10 und 16 Wochen. Mittlere 
Einsaatdichte: 1,5 - 105, 1,9 - 10° und 1,2 - 10° Zellen in 5 cem® Lésung. 


Sporulations- 
Lésung im SporulationsgefaB intensitit 
(21 + 22) 
1 9 Wochen alte Kulturlésungen 
a) bei 100° C bis zur Trockne eingedampft, 
aufgenommen in destilliertem Wasser. . . . 1050 
b) unbehandelt . .... ee ss 97 
Kontrolle 
a) ‘destilliertes Wasser... ... 2. eg 2540 
b)*irische Nahrlésung’s 79, 9.9 eimrectes cee 2040 
2 8 Wochen alte Kulturlésungen 
a) bei 60° C bis zur Trockne eingedampft, 
aufgenommen in destilliertem Wasser. . . . 610 
14) Jeger oY) oY aX E21 ape td seta Ce ls ae A Se 4 
Kontrolle (destilliertes Wasser). . . . . 2... 2170 
3 8 Wochen alte Kulturlésungen 
a) 1/, Std im Thermostaten bei95°C . .. . . 49 
b) 2 Std im Thermostaten bei 95°C... 2. . 33 
c) 12 Stdim Thermostaten bei 95°C ..... 46 
d) unbehandelt rei? SR aera eee 35 


Kontrolle (destilliertes Wasser). . . ...... 6220 
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Entscheidend fiir die Abnahme der Hemmwirkung miissen die beim 
Eindampfen (bis zur Trockne) wirksamen Faktoren sein (vel. auch VON 
DeEnFrer, 1948, und Prart, 1942). Unter normalen Bedingungen werden 
vermutlich ahnliche Vorgiinge — obzwar wesentlich langsamer — an der 
Hemmstoffabnahme in alternden Kulturlésungen mitwirken. Infolge einer 
geringen, allerdings niemals 
auffallig hervortretenden 
Bakterieninfektion in den 
Kulturen ist es méglich, daB 
Bakterien beim Abbaudes 


Hemmstoffes _ beteiligt { 
sind. DiesehrhohenHemm- — x00 
stoffkonzentrationen (vgl. < 
auch §S. 26), sowiedie Ab- 


hangigkeit der Hemmstoff- 
ausscheidung vom Ent- 
wicklungszustand der Kul- 
turen schlieBen jedoch aus, 
da8B Bakterien etwaauch an 
der Hemmstoffbildung 
beteiligt sind. 

Nunmebhr sollte versucht 
werden, die Frage zu klaren, 
ob der Hemmstoff nur zu 
bestimmten Tageszeiten 
von den Zellen ausgeschie- 
den wird. 


keimlinge —~ 


Die Zellen wurden — unter 


normalen Kulturbedingungen 

at periodisch zwischen zwei Abb. 7. Oedogoniwm cardiacum. Sporenbildung 8 Wochen 
S = ah. alter Kulturen in verschieden vorbehandelten Naéhrlésungen. 

Nahrlésungen umgesetzt. Wah- Mittlere Hinsaatdichte 1,8-10° Zellen in 5cm* Lésung. 

rend der Beleuchtungsphase Hinsaatzeit: 18 Uhr. n = 4. (A) und (B): Parallelversuche. 


des Licht-Dunkel-Wechsels oe minke in: ; ie eee 2 eas rs ee es 
. . impft; abrlésung 2: von 21— r beimpft. Kontrollen: 
Sc rcabnaialcbevea: unbeimpfte Nihrlésung; { dest. Wasser. 
> 


wahrend der Dunkelphase (21—9 Uhr) in einer gleichen Menge der Losung 2; beide 
Lésungen hatten zu Versuchsbeginn die gleiche Zusammensetzung einer normalen 
Nahrlosung. Jeweils 6 Kulturen kamen auf insgesamt 100 cm* Nahrlésung. In 
Teilversuch A (Abb. 7) waren die Kulturen zu Versuchsbeginn 2 Wochen alt, in 
Teilversuch B 3 Wochen. Die Kulturen befanden sich also vor oder in der Phase 
maximaler Hemmstoffausscheidung. Der Versuch erstreckte sich tiber 17 Tage. Bei 
jedem Umimpfen wurden die Algenwatten sorgfaltig abgespiilt. Die beim Umsetzen 
verlorengehenden Fliissigkeitsmengen (die Zellen diirfen ja nicht véllig abgetrocknet 
werden!) wurden durch frische Nahrlésung ersetzt. AnschlieBend wurde die Sporen- 
bildung (2,—2,) in den einzelnen Lésungen untersucht. Die Sporenbildung in 
frischer Nahrlésung und destilliertem Wasser diente als Kontrolle. 


D7ta SOL 


24. F. BUHNEMANN: 


Wie die Abb. 7 (besonders in der Zusammenfassung unten rechts) zeigt, 
ist eine starke, statistisch gesicherte Hemmwirkung zu beobachten. Die 
Hemmwirkung der Lésungen 1 (von 9—21 Uhr beimpft) und 2 (von 
21—9 Uhr beimpft) unterscheidet sich ebenfalls gesichert. Die Kulturen — 
scheiden demnach unter normalen Anzuchtbedingungen sowohl im Licht 
als auch im Dunkeln Hemmstoff aus, nur ist die Hemmstoffausscheidung 
im Licht gréBer, wie vor allem aus der Zusammenfassung in Abb. 7 
(unten rechts) hervorgeht. 

Die wachstumshemmende Wirkung des Stoffes wurde in folgender 
Versuchsanordnung untersucht: Die jeweils halbe Menge verschieden 
alter Kulturlésungen (7,5 und 11 Wochen) wurde schnell bis zur Trockne 
eingedampft, der Riickstand noch einige Zeit bei etwa 150° C erhitzt. 
Dadurch wurde der Hemmstoff weitgehend inaktiviert, die Nahrsalz- 
konzentration der Lésungen blieb aber erhalten. AnschlieBend wurde mit 
dest. Wasser wieder bis zum alten Volumen aufgefillt. Der nach der 
Aufnahme in destilliertem Wasser und nach langerem Schiitteln zuriick- 
bleibende, flockige Niederschlag wurde abfiltriert!. AnschlieBend wurden 
zu den verschieden vorbehandelten Kulturlésungen soviel Niahrsalze hin- 
zugegeben, wie eine frische Nahrlésung gleichen Volumens enthialt. Die 
Loésungen enthielten also jeweils gleiche Naihrsalzmengen, jedoch ver- 
schiedene Mengen aktiven Hemmstoffes. Nach Zugabe der Nahrsalze zu 
den nicht eingedampften Kulturlésungen fiel auch hier flockiger Nieder- 
schlag aus, der aber in der Lésung belassen wurde. Die Lésungen, sowie 
frische Nahrlosung als Kontrolle, wurden mit Zellen aus 2 Wochen alten 
Kulturen beimpft. Nach 10 Tagen Versuchsdauer wurde das Trocken- 
gewicht der sorgfaltig abgespiilten Faden bestimmt (Tab. 6). Obwohl im 
Versuchszeitraum die pq-Anderung in den hemmstoffreichen und -armen 
Lésungen annéhernd gleich groB war, war die Substanzzunahme in den 
hemmstoffarmen Lésungen wesentlich gréfer, Die 7,5 bzw. 11 Wochen 
alten Kulturlosungen haben gleichsinnig gewirkt. Auch in den hemmstoff- 
reichen Loésungen fand eine gegentiber der Einsaat statistisch gesicherte 
Substanzvermehrung statt. Die Zellen in den hemmstoffreichen Lésungen 
waren aber bereits nach wenigen Tagen auffallend chlorophyllarm; sie 
sahen bleich griinlichgelb aus, waren plasmaarm und hatten kaum Starke 
gespeichert. Sie waren wenig turgeszent, jedoch nur einige waren ab- 


* Es handelt sich hierbei nicht um ausgefallene Nahrsalze, denn diese gehen nach 
langerem Schiitteln wieder in Lésung, und zwar auch in einer gleich behandelten 
hemmstofffreien Nahrlésung mit doppelter Salzkonzentration, die auf pu 8 ein- 
gestellt wurde. Ob es sich aber um den ausgefallenen Hemmstoff handelt bleibt 
zunichst ungeklart. Im Papierchromatogramm findet man bereits mit 0,5 em3 
nicht angereicherter, hemmstoffhaltiger Kulturlésung sichtbare blau und violett 
fluorescierende Zonen (Butanol: Hisessig). Dieser Befund weist ebenfalls auf die 
Anwesenheit von erheblichen Mengen organischer Substanz hin, die wohl bei Er- 
héhung der Salzkonzentration ausgeflockt werden kénnen. 
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gestorben. Das Zellbild iihnelte den Zellen aus sehr alten Kulturen (die 
gleichen Beobachtungen wurden von Covton iiber die Wirkung des 
Diatomeenhemmstoffes in Kulturen von Nitzschia palea cemachin Die 
Zellen aus den hemmstoffarmen Losungen sahen vollig normal aus. 


Tabelle 6. Oedogonium cardiacum. Die wachstumshemmende W irkung 
des Sporulationshemmstoffes. 


Trockengewichte (mg) Pu- Werte 
y s der Lésungen 
Lésung (30 cm’) Hinsaat __ Nach 10 Tagen Substanz- Prolene iad aa 
oT ea q 8- ach 
n Mt n M reuse beginn | 10 Tagen 
frische Nahrlésung 3,82 | | | 
(Kontrolle) | | 3,58 | 3,597 2,458 Tlb2) t44 
| 3,39 | J | ie | 
11 Wochen alte | 1,23 APH} 
Kulturlésung 1,12 | PAD Sop a A 0,984 | 7,90 | 7,82 
+ Hemmstoft ; 1,04 2,06 | 
11 Wochen alte pee 1.139  BiTB c i 
Kulturlésung tue 3,49 |- 3,540 5) °2,401) 8,16 >| 7,98 
— Hemmstoff 117 3,38 | 
7,5 Wochen alte 1.10 | 2,55 | is 
Kulturlésung 0.90 2,50 | 2,383 Yj246 9 773 eT 78 
+ Hemmstoff i 2,10 
7,5 Wochen alte 4,18 | | 
Kulturlésung 4,10 3,990 Peel! i viet) 7,78 
— Hemmstoff | 3,69 | 
Trockengewichte: 


Minimumwerte fiir gut gesicherte Differenzen (99%): 0,956, 

— Bs ee 0,575. 
ittlerer Eran olciohlor ey Bronent des Mittelwertes) : 0,69%. 
1M = Mittel. 


Im Versuchszeitraum von 10 Tagen beeinfluBte eine Verdoppelung der 
Nahrsalzkonzentration (py = 8,0) das Wachstum der Zellen nicht erkenn- 
bar. Das Trockengewicht vermehrte sich, wie in den hemmstoffarmen 
Lésungen und der Kontrolle (Tab. 6), um einen mittleren Faktor von3,5. 


Diskussion. 

Die tagesperiodische Ausscheidung des Hemmstoffes in die Kultur- 
lésungen deutet darauf hin, daB die Bildung — und Zerstérung — des 
Hemmstoffes in den Zellen einem tagesperiodischen Cyclus folgt, viel- 
leicht im Rahmen des endodiurnalen Systems der Zellen, Zwischen Auf- 
und Abbau des Stoffes vermag der Stoff dann in die Kulturlésung zu 
diffundieren, wie es auch fiir andere Substanzen nachgewiesen wurde 
(vgl. z. B. KanpiER, 1951). 

In diesem Zusammenhang ist Folgendes bemerkenswert: Alte Kulturen 
scheiden nur noch wenig oder gar keinen Hemmstoff aus, obwohl sie die 
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grékte Zellendichte aufweisen. Unter gleichen Bedingungen sporulieren 
sie jedoch bedeutend intensiver als jiingere Kulturen, von denen gerade 
diejenigen am wenigsten sporulieren (BUHNEMANN, 1955a), deren Hemm- 
stoffausscheidung am starksten ist. Das weist darauf hin, daB der Stoff 
bereits innerhalb der Zelle auf die mit der Sporenbildung verbundenen 
Vorgiinge einen Einflu8 ausiibt. Ein tagesperiodisches Eingreifen des 
Stoffes in die Atmungs- oder Photosyntheseprozesse ist denkbar, zumal 
fiir die Wachstumshemmstoffe in Chlorella-Kulturen derartige Wirkungen 
bekannt sind (PRATT, 1943a und b, Swanson, 1943) und der Hemmstoff 
der Oecedogonium-Kulturen ebenfalls wachstumshemmende Wirkung 
besitzt. 

Die Abnahme des wirksamen Hemmstoffgehaltes in alternden Kulturen 
kann zum Teil auch dadurch erklart werden, daB der Hemmstoff in die 
Zellen hineindiffundiert (dieser Effekt erméglicht ja erst seinen Nachweis) 
und hier wieder abgebaut werden kann, wahrend der Entwicklungs- 
zustand der Zellen keine Neubildung mehr erlaubt. Die starke Abnahme 
der Hemmwirkung mit der Verdiinnung der Substanz (1:10 verdiinnter 
Hemmstoff ist bereits ohne gesicherte Wirkung!) deutet darauf hin, daB 
es sich um keinen Wirkstoff handelt, der bereits in groBen Verdiinnungen 
wirkt, sondern um eine Substanz, die in gr6Beren Mengen in den Stoff- 
wechsel eingreift und dabei vermutlich umgebaut wird. 

Der pu-Wert der Kulturlésungen hangt nicht von der Hemmstoffaus- 
scheidung ab; der pq-Anstieg beim normalen Kulturwachstum eilt der 
Hemmstoffausscheidung um 2 Wochen voraus (BUHNEMANN, 1955a). 
Hemmstoffgehalt und pqyWert der Lésungen kénnen sich unter Um- 
stainden auch entgegengesetzt diesem Normalfall verhalten (Tab. 6). 


Zusammenfassung. 

In Abhangigkeit vom Entwicklungszustand der Oedogonium-Kulturen 
wird von den Zellen ein Hemmstoff in die Kulturlésung ausgeschieden. 
Die wachstumshemmende, insbesondere aber die sporulationshemmende 
Wirkung dieses Stoffes wurde nachgewiesen. 

Wie sichergestellt werden konnte, wird der Hemmeffekt nicht durch 
andere Faktoren der Nihrlésung (Anderung des py-Wertes oder der 
Nahrsalzkonzentration) verursacht. Ein Zusammenhang zwischen dem 
Anstieg des py-Wertes der alternden Kulturlésungen und der Hemmstoff- 
ausscheidung der Zellen lie sich nicht nachweisen. 

Die Kulturen vermégen den py-Wert stark gepufferter Loésungen 
schnell zu verandern. 

Die Hemmstoffausscheidung und der wirksame Hemmstoffgehalt 
nimmt in alternden Kulturen (iiber 10 Wochen) wieder ab. 

Die Hemmstoffausscheidung ist im 12stiindigen Licht-Dunkel- 
Wechsel in der Beleuchtungsphase gréBer als in der Dunkelphase. 
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Herrn Prof. von Denrrer danke ich fiir die Uberlassung eines Arbeitsplatzes, der 
Deutschen Forschungsgemeinschaft fiir die Unterstiitzung bei der Durchfiihrun g 
eines Teiles der Untersuchungen. 
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(Aus dem Institut fiir Pflanzenpathologie und Pflanzenschutz der Universitat 
Gottingen.) 


Uber zwei ungewoéhnliche keratinophile Organismen 
aus Ackerbéden. 


Von 
ALWIN GAERTNER. 


Mit 13 Textabbildungen. 


(EHingegangen am 27. April 1955.) 


Seit dem Auffinden der Gattung Actinoplanes (CoucH) — Actino- 
myceten mit beweglichen Sporen — im Jahre 1949 und der endgiiltigen 
Beschreibung (CoucH 1950) sind mehr als 4 Jahre vergangen, ohne daB 
weitere Autoren diese interessanten Organismen bearbeitet haben. 


Bei den Untersuchungen afrikanischer und europiischer Bodenproben durch 
GAERTNER (1954) zeigte sich eine gewisse Anzahl der untersuchten Proben von 
Actinoplanes besetzt, die den zum Herauskultivieren benutzten Pinuspollen 
befielen. Zur Veranschaulichung der Haufigkeit dieser Gattung in den damals 
untersuchten Proben sei ihr Vorkommen an dieser Stelle summarisch mitgeteilt: 
287 afrikanische Bodenproben enthielten pollenbefallende Actinoplanes 36mal, das 
sind 13%, wahrend in den 26 mitteleuropiischen Béden dieser Organismus nicht 
gekédert werden konnte; die 80 Bodenproben aus Nordeuropa enthielten diese 
Formenreihe nur I mal. 

Neben diesen Vorkommen konnte damals bereits mittels Kuh- und Schweine- 
haaren ein keratinophiler Organismus gekédert werden, der der Gattung Actino- 
planes verwandt zu sein scheint, dessen Kulturen aber leider nicht mehr erhalten 
sind. Er steht dem ersten der beiden nachfolgend beschriebenen Organismen aus dem 
Rheiderland sehr nahe und unterschied sich nur durch etwa 5 kleinere Sporan- 
gien. Diesen Organismus enthielten die afrikanischen Proben 45mal, das sind 16%, 
wahrend er in den mitteleuropaischen Proben nicht festgestellt werden konnte. Die 
nordeuropiischen Proben enthielten ihn nur 1 mal. 


Bei der Untersuchung phytopathologisch interessanter B6den aus dem 
Rheiderland (Emslandgebiet), besonders von Marschbéden der einzelnen 
Polder, konnten einerseits pollenbefallende Actinoplanes in erheblicher 
Zahl festgestellt!, andererseits 2 keratinophile Formen gefunden werden, 
von denen die eine und nachfolgend zuerst beschriebene Form der 
vorwiegend in Afrika gefundenen sehr nahe steht. Nach eingehender 
Beobachtung der beiden Organismen erscheinen sie den Actinoplanes 
nahe verwandt, unterscheiden sich jedoch durch stabchenformige, 


1 Uber die Haufigkeit dieser Vorkommen wird nach Abschlu8 der Arbeiten an 
anderer Stelle berichtet werden. 
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bakterienahnliche Zoosporen von den durch Coucu (1950) beschriebenen 
Formen wesentlich!, 
Methodisches, 
Die zu untersuchenden Bodenproben wurden nach der zum Einfangen 
niederer Phycomyceten tiblichen Technik (vgl. GAERTNER 1954) angesetzt 
und die Schalen mit vorher durch lingeres Aufbewahren in 70°igem 


Abb. 2. Organismus I, bewachsenes Kuhhaar, faserige Bruchstelle. 


unvergillten Alkohol sterilisierten weiBen Kuhhaaren beschickt. Nach 
etwa 10—14 Tagen zeigten sich an den Haaren die fiir die beiden Orga- 
nismen charakteristischen Verinderungen: Das einzelne Haar verfarbt 
sich stellenweise unter schwacher Quellung gelblich, wahrend gleich- 
zeitig seine Struktur in lingsverlaufende Fasern wie bei Gegenwart 
anderer keratinabbauender Organismen (vgl. Kariine 1946, 1947, 1948, 
Huneycurr 1948) aufgelést wird, und es somit seine Festigkeit einbBt. 
Es rei8t dann mit faseriger Bruchstelle bei der kleinsten Belastung und 
zeigt somit an, da eine Besiedlung stattgefunden hat (Abb. 1 und 2). 

1 Hine endgiiltige Klassifikation kann erst dann erfolgen, wenn tiber den Bau der 
GeiBel dieser Organismen naheres bekannt ist. Herrn Prof. Dr. JoHNn N. Covcs, 
Department of Botany, University North Carolina Chapel Hill (USA), der beide 
Organismen zugeschickt erhielt, danke ich herzlich fir seine Bereitwilligkeit, diese 
Untersuchungen durchzufiihren. Ferner danke ich ihm besonders fiir seine sach- 
liche Kritik an den vorliegenden Ausfiihrungen. 
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Der zuerst aufgefundene Organismus. 

Es wachsen aus den so veriinderten Stellen der Haare erst vereinzelt, 
dann in standig gréBerer Zahl 0,3—0,5 w dicke, gerade oder gekrimmte 
Hyphenendigungen heraus, welche dann bald am Ende ein kleines 
K6pfchen tragen (Abb. 3 und 6). Diese Képfehen wachsen heran und 
fiillen sich weiterhin mit 
stark lichtbrechendem 
Plasma, wobei der Kor- 
per eine runde, nahezu 
runde, ovale, oder auch 
etwas in die Lange ge- 
streckte Form annehmen 


Abb. 3. Organismus I, Ende eines frisch bewachsenen ; 
Kuhhaares, mit 2 verschieden alten Képfchen. kann. An der Insertions- 


stelle des Stieles wird 
eine kolumellaartige Vorwélbung (Abb. 4 und 6) mit fortschreitender 
Entwicklung sichtbar, die bis zam Mittelpunkt des Sporangiums reichen 
kann. Sie endet meist mit einer nagelkopfartigen Verbreiterung. Im 


Abb. 4. Organismus I, abgerissenes Spor- Abb.5. Organismus I, verschiedene Reifungs- 


angium, mit Columella und nagelkopfartiger grade, links am stirksten ausdifferenziert, 
Verbreiterung, stark vergréBert. stark vergréBert. 


Innern der erwachsenen Sporangien ist bei starker VergréBerung (Ol- 
immersion 100/1,30 Ap.) eine verwaschen aussehende Granulierung 
schwach zu erkennen, welche anzeigt, da hier bereits eine Struktur 
vorgebildet ist (Abb. 4 und 6). 

Uberfiihrt man das Haar mit den daran haftenden Sporangien in 
frisches Leitungswasser!, so beginnt sich nach Ablauf etwa einer Stunde 
das Innere des vorher nahezu hyalinen Sporangiums zu differenzieren. 
Dies wird erkennbar durch eine fortschreitende Granulierung, wobei die 
einzelnen Grana immer deutlicher erscheinen (Abb. 5 und 6, e—g); dabei 
zeigt sich, daB sie unregelmaiBig angeordnet sind. Ferner wird hierbei 

' Das Gottinger Leitungswasser hat einen py-Wert von 7,2 und ist durch starken 


Kalkgehalt ausgezeichnet. Seine Harte betragt 22—23 deutsche Hartegrade, die 
Carbonatharte 16 Hartegrade. Das Wasser ist nicht gechlort. 
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deutlich, daB die Sporangien von einer sehr diinnen, glasklaren Membran 
umgeben sind; diese reif&t, wenn die Ausdifferenzierung beendet ist, auf, 
und es werden eine grofe Zahl kleiner Stiibchen entlassen (Abb. 6g), 
deren Linge 1—2 yu betragt und deren Durchmesser 0,5 wu sicher unter- 
schreitet. Der Schwairmakt kann bis zur Entleerung des Sporangiums 
mehrere Stunden dauern. Die entlassenen Sporen zeigen eine deutliche, 


Abb. 6. Der erste Organismus. a—d verschiedene Formen der Sporangien. Plasma nahezu hyalin, 

schwach granuliert. e—f Ausdifferenzierung nach Ubertragen in frisches Wasser (Verinderung der 

Granulierung). Columella nicht mehr sichtbar. gy Ausschwarmen des Sporangiums nach AufreiBen 

der Membran. /# Junger Sporangientrager, sehr stark vergréfert. Nach Anfairben mit Methylenblau 

ist intramatrikales Mycel zwischen den Haarschuppen sichtbar. 7 Bewachsenes Maushaar mit ver- 

schiedenen Entwicklungsstadien. Der Ubergang von bewachsen zu nicht bewachsen ist gekennzeichnet 
durch faserige Struktur des Haares und durch Verquellen seiner Oberflachenstruktur. 


geringe Higenbewegung, die sich nach langerem Verweilen im Wasser 
von Molekularbewegung sicher unterscheiden laBt. 

Es wurden einzelne Sporangien unter dem Mikroskop isoliert, nach- 
einander mehrfach in Tropfen sterilen Wassers ausgewaschen und am 
Schlu& dieser Passagen in kleine sterile Petri-Schalen tberfihrt, die 
steriles Wasser, sterile Haare und durch mehrfaches Autoklavieren 
sterilisierte Erde enthielten. So gelang es, den Organismus von allen 
Begleitern mit Ausnahme von Bakterien zu befreien. Sein Entwicklungs- 
gang konnte gut verfolgt werden, nachdem es gelungen war, ihn auf 
Haaren weiBer Mause zu ziehen. In diesem sehr diinnen und sehr durch- 
sichtigen Substrat gelang es, durch Anfarben mit Methylenblau und 
anschlieBendes Auswaschen ein intramatrikales, fein verzweigtes Mycel 
zwischen den Schuppen des Haares nachzuweisen, welches sich nach 
auBen mit dem Sporangientrager fortsetzt. 
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Durchmesser der Hyphen kleiner als 0,5 u, der Sporangientrager etwa 0,5 « und 
der Képfehen 4—6 uw. Nach Beendigung ihres Wachstums haben die Sporangien 
eine GréBe von 18 wenn rund, 18 « 16 wenn oval, oder ausnahmswe: ie 20 x 10u 
wenn lang gestreckt, erreicht. Der pile Entwicklungsgang ist aus den Abb. 6 a—g 
ersichtlich. 

Die vorlaufige Diagnose des Organismus lautet: Mycel 0,5 «4 und feiner, meist 
intramatrikal, Sporangien rund, 18 ~ Durchmesser, schwach oval, 18 x 16 4, ab- 
geplattet, 18 x 12, oder langgestreckt, 20 x 10 uw, mit einer etwa bis zur Mitte des 
Sporangiums in das Innere reichenden Kolumella, die meist mit einer nagelkopf- 
ahnlichen Verbreiterung endet. Sporangientrager gerade, gewellt oder gekriimmt, 
10—20 w lang. Plasma anfanglich fast hyalin, etwa 1 Std nach Uberfiihren in 
frisches Wasser fein granuliert. Entlassung der Zoosporen nach Aufreifen der 
feinen glasklaren Sporangiumwand an einer oder an mehreren Stellen. Sporen klein, 
stabchenformig, 1—2 4 lang mit einem geringeren Durchmesser als 0,54, mit 
schwacher an Molekularbewegung erinnernder Eigenbewegung. 

Saprophytisch im Erdboden, auf Haaren verschiedener Sauger, z. B, von Kihen, 
Pferden, Mausen usw. bei Gegenwart steriler Erde und Wasser kultivierbar. 


Der spiter aufgefundene Organismus. 


In 2 der bisher untersuchten Proben aus dem Rheiderland trat neben 
der oben beschriebenen Form ein anderer, zur gleichen Gruppe zu 
stellender Organismus auf, der sich durch seine wesentlich grdBeren 
Sporangien als weitere neue Form erwies. 


In der Jugendentwicklung entspricht er in allen Teilen der zuerst 
beschriebenen Form. Aus den bewachsenen Haaren schieben sich sehr 


Abb. 7. Abb. 8. 


Abb. 7. Der zweite Organismus, Haar mit extramatrikalem Mycel, 2 verschieden alte sternférmige 
Képfehen, aus denen spiiter unbehiiutete Sporangien werden. 
Abb. 8. Ausgewachsenes unbehiiutetes Sporangium. 


bald zum Teil unregelmaBig gekriimmte oder gewellte Hyphenendigungen 
heraus, deren Dicke hier 0,5 « bis maximal 1 w betragt, und die am Ende 
mit einem sternformigen K6pfchen abschlieBen (Abb. 7 und 12), Daneben 
befinden sich solche Enden, die stumpf oder spitz auslaufen. In manchen 
ilteren Kulturen ist auferdem ein feines extramatrikales Mycel aus- 
gebildet. 
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Soweit es sich aus verschieden altem Material rekonstruieren laBt. 
werden aus den sternformigen K6pfchen  spiiter Sporangien, deren 
Durchmesser ungefihr 25 betragt. Dieselben sind membranlos und 
bestehen aus einer Vielzahl radiar angeordneter Faden (Abb. 8). Daneben 


Abb. 9. Organismus IT, links (Pfeil) unbehaiutetes Sporan- Abb. 10. Organismus IT, pilzhutformige 
gium (unscharf), rechts pilzhutf6rmiges behiutetes Sporangium, Beginn des Schwiirmens 
Sporangium. 


treten kleinere Sporangien auf, meist etwas langgestreckt, haufig aber 
auch breiter als lang, die durch eine deutlich ausgebildete streifige 
Langsstruktur ausgezeichnet sind (Abb. 12 a—f). Diese Sporangien 
haben meist eine GroBe von etwa 10 x 12 uw. In alteren Kulturen erschei- 
nen sodann Sporangien, deren Grundaufbau einem Pilzhute oder einer 
Acetabularia nicht unahnlich ist (Abb. 9—11, 13). Solche Sporangien be- 
stehen wie die vorher beschriebenen 
ebenfalls aus stark lichtbrechendem ‘ 
Material und sind in der Aufsicht ai 
mehr oder weniger rund (Abb.13 c—e) 
mit einzelnen lappigen Ausbuchtun- 
gen oder Hindellungen. Sie errei- 
chen maximal eine Grobe von 36 wy. 
In ihrem Innern erscheint, deutlich 
sichtbar in Aufsicht (Abb. 13 c), 
eine radiar angeordnete punkt- oder Abb. 11. Organismus IT, 2 behaiutete 
strichformige Struktur, die von der pilzhutférmige Sporangien. 
Mitte, dem Stielansatz, ausgeht und 
an der Peripherie endet. Auch im optischen Langsschnitt (Abb. 13b) 
verlaufen diese Linien vom Stiel beginnend durch den ganzen Hut. Die 
beiden zuletzt beschriebenen Typen sind in allen Teilen von einer Mem- 
bran umgeben, die bei der Entleerung verquillt oder zerreift und dann 
haufig in Bruchstiicken sichtbar wird. Ob es moglich ist, daf diese 3 
verschiedenen Sporangienarten auch auseinander hervorgehen konnen, 
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mufte bislang offenbleiben. Wahrscheinlich handelt es sich um von vorn- 
herein getrennt angelegte Bildungen. 

Uberfiihrt man bewachsene Haare in frisches Wasser, so beginnen alle 
3 Sporangientypen sich nach etwa '/,—1 Std zu entleeren. 

a) Die aus den sternférmigen Hyphenendigungen hervorgegangenen 
Sporangien entlassen 6—8 1 lange, weniger als 0,5 u dicke, fadenformige, 


Abb. 12. Der zweite Organismus. a Bewachsenes Maushaar, sternférmige Képfchen und _ streifige 

Sporangien. b Ende eines bewachsenen Kuhhaares. Ubergang von bewachsen zu nicht bewachsen. 

Die iiuBere Struktur ist noch erhalten geblieben. c—f Streifige Sporangien; c sofort nach Uberfiihren 
in frisches Wasser, d Ausbildung der Granastruktur, e Ausschwiirmen, f entleertes Sporangium. 


mehrere deutliche Verdickungen zeigende Ketten; diese bewegen sich 
anfanglich nur trage oder gar nicht durch das Wasser. Erst nach Verlauf 
einer langeren Zeit zerfallen sie nachtraglich in Bruchstiicke von 
etwa 1—3 yw Linge, die sich dann bakterienaéhnlich durch das Wasser 
bewegen. 

b) Die kleinen, langsgestreiften Zoosporangien (Abb. 12 a—f) erweisen 
sich beim Schwirmakt als stirker behdutet, denn die Membran reibt 
meist an einer Stelle auf und entli®t kleine, 1—2 4 groBe bewegliche 
Stibchen in erheblicher Zahl. 

c) Die pilzhutahnlichen Gebilde differenzieren in starkerem MaBe eine 
granaartige Struktur heraus, wobei die radiire Anordnung zuriickgeht. 
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Die Membran rei8t an mehreren Stellen auf oder verquillt ganz und 
entlaBt so eine sehr grofe Zah] von 1—2 yu langen Stibchen, die sich nach- 
einander von der Zusammenballung lésen. Teilweise kénnen sie auch 
noch langere Zeit miteinander in Verbindung stehen und sich erst 
spater trennen. Sie zeigen deutlich eine langsame EKigenbewegung nach 
Art entsprechender Bakterien. 


Abb. 13. Der zweite Organismus. a Stark bewachsenes Kuhhaar mit entleerten Sporangien, unbe- 

hiuteten Sporangien, pilzhutférmigen Sporangien und herausgewachsenen Hyphen. b Pilzhut- 

formiges Sporangium im optischen Lingsschnitt, c pilzhutformiges Sporangium in der Aufsicht. 

d, e pilzhutformiges Sporangium, Umrif8 in der Aufsicht. f Atypisches Sporangium mit sehr stark 
verdickter Membran und im Innern stark sichtbarer streifiger Struktur. 


Es gelang, wie bei der zuerst gefundenen Form, durch Uberfiihren 
einzelner ausgewachsener Sporangien in kleine Petri-Schalen mit sterilem 
Wasser, sterilen Haaren und steriler Erde, den Organismus von allen 
Begleitern mit Ausnahme der Bakterien zu befreien und alle die vor- 
stehend beschriebenen Stadien erneut zu beobachten. Hieraus ergibt 
sich eindeutig, daB sie zum gleichen Organismus gehoren. 

Der volle Entwicklungsgang ist aus den Abb. 12 und 13 ersichtlich. Die 


vorliufige Diagnose des zweiten Organismus lautet: 
3* 
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Mycel 0,5—1 w im Durchmesser, intra- und extramatrikal. Sporangientrager in 
der Entwicklung anfanglich haufig mit sternformigen Képfchen endigend. Spo- 
rangien a) unbehautet, offenbar aus sternformigen Képfchen entstehend, bis 25 4 
im Durchmesser, aus einer Vielzahl radiar angeordneter Faden zusammengesetzt. 
b) Kleine Sporangien, mit streifiger Langsstruktur, umhautet, GroBe etwa 10—20 wu. 
c) GroBe pilzhutahnliche Sporangien von maximalem Durchmesser bis zu 364 mit 
deutlicher, radiarer, punktformiger Struktur, von einer feinen Membran umgeben. 
Entlassung der Zoosporen a) durch Loslésen lingerer Faden, die sekundar in 
Bruchstiicke von 1—3 Lange zerfallen; b) durch AufreiBen der Membran, wo- 
durch 1—2 groBe bewegliche Stabchen entlassen werden; c) durch Verquellen 
oder AufreiBen der Membran, wodurch 1—2y groBe Stabchen successive frei 
werden. Saprophytisch in Erde, auf Haaren verschiedener Sauger, z. B. von Kiihen, 
Pferden, Mausen usw. bei Gegenwart steriler Erde und Wasser kultivierbar. 

Die vorliegende Form ist offensichtlich mit der durch KARLING (1954) 
beschriebenen naher verwandt. Sie unterscheidet sich jedoch eindeutig 
durch die Ausbildung pilzhutahnlicher, stark zusammengedriickter Spo- 
rangien, ferner durch Ausbildung eindeutig unbehauteter Sporangien, 
die nicht als Schwairmstadien behauteter Sporangien aufzufassen sind. 
Daneben treten jedoch auch solche Zwischenformen auf, die den von 
Karine (1954) beobachteten gleichen. 


Beide Formen zeichnen sich durch eine sehr langsam verlaufende 
Entwicklung aus. Die ersten Anzeichen des Wachstums werden nach 
10—14 Tagen sichtbar, und nach 4—6 Wochen erreicht dasselbe seinen 
Hohepunkt. Bei der zweiten Form bilden sich die pilzhutformigen Spo- 
rangien in gréBerer Zahl erst nach Ablauf von 3 Wochen. Deshalb war 
es auch nicht modglich, die Entwicklung der einzelnen Stadien im mikro- 
skopischen Lebendpraparat an einem Objekt fortlaufend zu beobachten, 
sondern der Entwicklungsgang muBte aus den sich in verschieden alten 
Kulturen zeigenden Einzelstadien erschlossen werden. 


Die weitgehende Zerst6rung des sonst schwer abbaufahigen Keratins 
zeigt an, dafs dieser Organismengruppe im Boden beim Abbau von Horn- 
substanzen hohe Bedeutung zukommt. 


Zusammenfassung. 


Zwei aubergewohnliche, aus Ackerbéden vom Rheiderland (Emsland- 
gebiet) isolierte keratinophile Organismen, die in der Nahe der Actino- 
myceten mit beweglichen Sporen, der Gattung Actinoplanes (Cover 
1950), zu stellen sind, werden beschrieben: Ihnen kommt offenbar erheb- 
liche Bedeutung beim Abbau keratinhaltiger Substanzen im Acker- 
boden zu. 


Herrn Prof. Dr. W. H. Fucus danke ich fiir sein Interesse und der Deutschen 
Forschungsgemeinschaft fiir freundliche Unterstiitzung. Mein Dank gilt ebenfalls 
Frau Prof. Dr. WrnkueEr, den Herren Prof. Dr. PRINGSHEIM und Prof. Dr. RrPPEL, 
alle in Géttingen, fiir manchen guten Rat. 
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Bakteriologische und mikrochemische Untersuchungen 
an der Magenscheibe von Pediculus vestimenti Burm. 


Von 
LUDWIG KOTTER. 


Mit 19 Textabbildungen. 


(Eingegangen am 16. April 1955.) 


Die Erforschung der Endosymbiose der Tiere mit pflanzlichen Mikro- 
organismen, die sich durch die Lebensarbeit P. BUCHNERSs zu einem 
neuen Forschungszweig entwickelt hat, wendet sich in jiingster Zeit 
immer mehr physiologischen und bakteriologicchen Problemen zu. Man 
bemiiht sich heute, den Sinn dieser Endosymbiosen auf experimentellem 
Wege zu erfassen, und die bisher durch morphologische Arbeitsweisen 
gefundenen Ergebnisse zu bestitigen. Zwei Wege sind dazu gangbar: 
Kinmal kann man nach Ausfallerscheinungen suchen, die sich einstellen, 
wenn man das Tier von seinen Symbionten befreit. Zum anderen aber 
kann man versuchen, die Symbionten auf kiinstlichen Nahrb6den zu 
kultivieren. In vorliegender Arbeit wiahlte ich den letzteren Weg. 


Bis jetzt ist es erst in sehr wenigen Fallen einwandfrei gelungen, 
Endosymbionten zu kultivieren. Eine Reihe von Autoren berichtet 
zwar iiber das Gelingen einer Ziichtung von intracelluléren Symbionten 
auf kiinstlichen Nahrbéden; Nachuntersucher konnten dies aber oft 
nicht bestatigen. 


Aus dem Paul-Buchner-Institut fiir experimentelle Symbioseforschung berichten 
z. B. mehrere Arbeiten von erfolgreicher Symbiontenkultur. Fry (1951) ziichtete 
aus Pseudococcus citri Risso pleomorphe Bakterien, die er als Symbionten anspricht. 
GRAEBNER (1953) gewann intracellular lebende, symbiontische Hefen einer Reihe 
von Anobiiden und Cerambyciden in Reinkultur. HuBER (1955) hatte Erfolg mit der 
Ziichtung der Bakteriensymbionten von Mesocerus marginatus L. 


Uber weitere erfolgreiche Ziichtungen von Insektensymbionten berichtet Gia- 
spR (1937) bei Periplaneta americana. GuBLER (1947) kommt auf Grund seiner 
Untersuchungen an Periplaneta americana und an Periplaneta orientalis zu der 
Uberzeugung, daB die von GuasmEr geziichteten Corynebakterien mit den Symbionten 
dieser Tiere nicht identisch sind. Auch Grier (1947) bezweifelt, unabhangig von 
GUBLER, die GLASERschen Ergebnisse. KELLER (1949) berichtet seinerseits wieder 
tiber die erfolgreiche Kultur der Symbionten von Periplaneta orientalis. Man kann 
gerade am Beispiel der Periplaneta erkennen, wie widersprechend die Befunde sind. 
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; Ganz ahnlich liegen die Dinge bei den Blutsaugersymbiosen: Positive Ergebnisse 
iiber die Kultur der Rhodnius- und Triatoma-Symbionten liegen von ERIKSON (1935), 
BRECHER u. WicGLeswortsH (1944), Geray, Hater u. Kocurer (1953) vor, wohin- 
gegen Brewia u. Scuwarrz (1954) von negativen Erfolgen berichten. PFEIFFER 
gelang es schon 1931 die intracellularen Symbionten von Cimea lectularius in Rein- 
kulturen zu erhalten. 

SchlieBlich waren noch die Symbionten der Kleiderlaus zu erwihnen, 
mit welchen nach den vergeblichen Kulturversuchen von Srkora (1919) 
erst kiirzlich an unserem Institut Pucuta Isolierungsversuche angestellt 
hatte, die zu positiven Ergebnissen fiihrten. Da jedoch das Schwer- 
gewicht der Pucutraschen Arbeit auf den Fiitterungsexperimenten lag, 
schien es mir lohnend, an diese Ergebnisse anzukniipfen und auf brei- 
terer Basis weitere Ziichtungsexperimente anzustellen. 


Material und Methode. 


Das Material von Pediculus vestimenti verdanke ich dem Entgegen- 
kommen von Herrn Dr. O. Pucuta, der sie seinerseits aus Zuchten der 
Behring- Werke in Marburg bezog. Von Pucuta tibernahm ich auch die in 
seiner Arbeit beschriebenen Lausekifige, die sich fiir die Haltung der 
Versuchstiere vorztiglich bewahrt haben. Zur Fiitterung der Tiere wurde 
der Kafig einmal taiglich 30—60 min lang an die Wade gelegt. 

Die Vielzahl der angewendeten Arbeitsmethoden laBt es vorteilhafter erscheinen, 
tiber sie nicht in diesem allgemeinen Abschnitt, sondern im jeweils zutreffenden zu 
berichten. 

Die Mikroaufnahmen wurden teilweise mit einer III f Leica, zum gréBeren Teil 
aber mit der ZeiBschen Aufsetz-Plattenkamera 6/9 hergestellt. An Sonderaus- 
riistungen standen zur Verfiigung: Die Phasenkontrasteinrichtung zum Zeif- 
schen Standardmikroskop sowie die groBe Fluorescenzapparatur von Reichert- 
Wien. 

Zur pa-Messung wurde neben dem Helligschen Mikrokomparator das lonoskop 
nach Pusl (Chinhydronelektrode) verwendet. 


A. Vorversuche zur Ziichtung der Symbionten. 

Wie schon erwahnt, ist bisher in der Literatur nur von einer einzigen gegliickten 
Ziichtung der Kleiderlaussymbionten die Rede, die von Pucura angegeben wird, 
und die, wie er selbst schreibt, nicht beliebig reproduziert werden kann. Herr Dr. 
Pucuta war so freundlich, mir den von ihm geziichteten Symbiontenstamm fiir 
meine Untersuchungen zu tiberlassen mit der Angabe, daB es ihm nicht moglich sei, 
einen optimalen Nahrboden zu nennen, auf dem dieser Stamm iiber beliebig viele 
Passagen zu ziichten ware. Der von ihm als relativ bester empfohlene Nahrboden hat 
folgende Zusammensetzung : Es werden bei 60° C 12 Std lang verdaut: 2g getrocknetes 
Kaninchenblut mit 20 mg Papain ,,Merck‘‘ in 10 cm’ aqua dest. Zu diesem ver- 
dauten Blut wird zugesetzt: 200 cm? Nahragar und 4 cm* ungehopfte Vorderwiirze. 


Nachdem Pucurta selbst zu dem SchluB kam, ,,daf der verwendete 
Niabrboden noch nicht allen Anforderungen der Symbionten gerecht 
wurde“, betrachtete ich es als meine erste Aufgabe, erst einmal nach einem 
Nahrboden zu suchen, der den Pucura-Stamm zu besserem Wachstum 
befahigte, um bei den Ziichtungsversuchen zu einem Erfolg zu kommen. 
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1. Der Hammelserum-Traubenzuckerndhragar. 


Zuniichst wurden Nahrbéden beimpft, die sich in der Bakteriologie gut 
bewihrt haben. Da sich bei der Priifung der fiir den PucnTa-Stamm 
optimalen Temperatur ergeben hatte, daB 37°C das Wachstum vollig | 
hemmt, 22° C schwaches und erst nach langerer Kulturdauer erkenn- 
bares Wachstum liefert, gutes Wachstum aber bei 30° C zu erzielen ist, 
wurde in der Folge immer bei 30° C bebriitet (Tab. 1). Um bei langerer 
Kulturdauer vor dem Austrocknen zu schiitzen, wurden die Réhrchen 
teilweise zuparaffiniert (U = unparaffiniert, P = paraffiniert in Tab. 1). 


Tabelle 1. Wachstum des Pucuta-Stammes auf verschiedenen Nahrbdden. 


Kultur. | EYRE Kultur- | 


Nihrboden dauer | tum Nahrboden dauer bres: 
Tage | Tage 

Nahragar U | 6 ++ | Rinderkochblutagar U 30.) — 
Nahragar P a6 ++ | Rinderkochblutagar P 30 Le 
Traubenzucker- | Pucuta-Nahrboden U 30 | — 

nahragar U | § | ++ | Pucutra-Nahrboden P 30 | — 
Traubenzucker- Kaninchenblutagar U 30 | — 

nahragar P 5 +-+ | Kaninchenblutagar P 30 | .— 
Traubenzucker- | | Kiernahrboden nach 

bouillon U ies: Oa a ae LOWENSTEIN mit 
Traubenzucker- Glycerin U |; 30 | — 

bouillon P | 5 | +. Kiernahrboden nach | 
Nahrgelatine U | 30 — LOWENSTEIN mit / 
Nahrgelatine P 30 | — Glycerin P \ 30 — 
Ascitesnahragar U 5 +++] Eiernahrboden nach 
Ascitesnahragar P 5 | +--+]! LOWENSTEIN ohne 
Rinderserum- Glycerin U | 30a 

nahragar U 6 + Kiernahrboden nach | | 
Rinderserum- LOWENSTEIN ohne | 

nahragar P ereens 4 Glycerin P 30 : 
LOFFLER-Serum U 7 | ++ | Leber-Leberbouillon U | 30 | — 
LOFFLER-Serum P | 7 | +-+ | Leber-Leberbouillon P | 30 | — 


Aus Tab. | ergibt sich: 1. Es zeigt sich kein Unterschied im Wachstum 
der paraffinierten und der unparaffinierten Kulturen. 2. Auf Ascites- 
nihragar zeigt der Pucura-Stamm bei weitem das beste Wachstum. 
3. Kine gewisse Férderung des Wachstums schien vom Traubenzucker 
auszugehen. (Spiater stellte sich bei genaueren Untersuchungen heraus, 
daB dies nicht der Fall ist.) 

Diese Ergebnisse veranlaBten uns, einen Ascites-Traubenzuckernahr- 
agar herzustellen: 5 cm? 1% igen Traubenzuckernahragars wurden ver- 
fliissigt und nach Abkiihlen auf 45°C mit 1 cm* Ascites versetzt. Auf 
dem Ascites-Traubenzuckerniihragar war nach 4tiigiger Bebriitung bei 
30° C starkes Wachstum (+--+ +) zu erkennen. 
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Da aber Ascites von Fall zu Fall sehr verschieden ist, wurde versucht, 
diesen durch Serum zu ersetzen. Dabei wurde mit Hammelserum das 
beste Ergebnis erzielt. An zweiter Stelle wiire Kaninchenserum geeignet. 


Zur Priifung der optimalen Serumkonzentration und der eventuellen 
Wirkung des Traubenzuckers diente folgender Versuch: Jeweils */,, 1, 2 
und 3 cm* Hammelserum wurden zu je 5 cm? Nahragar bzw. Trauben- 
zuckernahragar zugesetzt. Es ergab sich: 1. Bei Zugabe von !/,, 1 und 
2 cm* Hammelserum zu je 5 cm Nahragar ist das Wachstum gleichmabig 
gut; bei Zugabe von 3 cm Serum jedoch ist es wesentlich schlechter. Der 
Mittelwert von | cm’ entspricht also etwa dem Optimum. 2. Der Trau- 
benzucker im Niahrboden itibt keinen Einflu8 auf das Wachstum des 
Pucuta-Stammes aus. Da er aber auf keinen Fall das Wachstum hemmt, 
und andererseits auf eine Reihe von Diphtheroiden wachstumsférdernd 
wirkt, wurde er auch weiterhin dem Nahrboden zugesetzt. 


Es erschien winschenswert, einige weitere Kohlenstoffquellen zu 
untersuchen, die unter Umstanden das Wachstum verbessern kéonnten. 
Zu diesem Zweck wurden 2% ige Losungen von Glucose, Fructose, 
Galaktose, Saccharose, Maltose, Mannose, Ribose, Arabinose, Sorbit, 
Mannit, Glycerin durch ein bakteriendichtes Membranfilter geschickt 
und mit einem sterilen, doppeltkonzentrierten, verfliissigten und auf 
45° C abgekiihlten Bromthymolblau-Nahragar im Verhiltnis 1:1 versetzt. 


Aus diesem Versuch geht hervor: 1. Keine der verwendeten Kohlen- 
stoffquellen ist in der Lage, das Wachstum des Pucura-Stammes 
wesentlich zu beschleunigen. 2. Aus keiner dieser Kohlenstoffquellen 
wird Saéure oder Gas gebildet. Hieraus darf geschlossen werden, daf sie 
im dissimilatorischen Stoffwechsel des PucuTa-Stammes nicht Ver- 
wendung finden. 

Nachdem schlieBlich noch festgestellt war, dali der optimale py- 
Bereich zwischen 7,2 und 7,4 liegt, hatten wir einen Nahrboden zur 
Verfiigung, der als sehr geeignet fiir den Pucura-Stamm bezeichnet 
werden kann. 


2. Andere geeignete Nahrbéden. 


Wie weitere Versuche ergaben, sind auch folgende Nahrbéden in der 
Lage, Wachstum des Pucrra-Stammes hervorzurufen: Bei 30° C Brut- 
temperatur: Léfflerserum, Kaninchenserum-Traubenzuckernahragar, 
Rinderserum-Traubenzuckernahragar, Menschenserum-Traubenzucker- 
nahragar, Traubenzuckernihragar, gewohnlicher Nahragar, Difco- 
Pepton-Agar. — Bei 22° C Bruttemperatur: AuBer den oben genannten 
auch noch: Rinderkochblutagar, Kaninchenblutagar, Pucuta-Nahr- 
boden, Eiernahrboden nach Loéwenstern. Hierzu wird festgestellt: 
1. Das Wachstum ist auf allen diesen Nahrbdden schwacher als auf 
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Hammelserum-Traubenzuckernahragar!. 2. Bei 22° C Bruttemperatur 
sind mehr Nahrbéden fiir das Wachstum des PucnTa-Stammes geeignet. 

Es muB bemerkt werden, daB die Morphologie der einzelnen Stabchen 
nicht auf allen Nahrbéden die gleiche ist, wahrend andererseits die 
Kolonieform nicht wesentlich variiert. Die Kolonien auf Hammelserum- 
Traubenzuckernaihragar sind im allgemeinen kreisrund, der Durchmesser 
betrigt etwa 1mm. Sie sind glattrandig, flach und braunlich gelb. 
Jiingere Kolonien sind griinlich, glasartig durchscheinend. Die Ober- 
flache sieht wie mit Glassand_ be- 
streut aus (Abb. 1). Wie sehr sich 
die Bakteriengestalt auf verschiede- 
nen Nahrbéden wandelt, zeigen die 
Abb. 2—11. 

Die Gramfarbung einer auf HSTA 
gewachsenen Kultur zeigt immer 
sR an < socal groBe, grampositive, diphtheroide 
Abb. 1. Kolonieform des PUCHTA-Stammes. Stabchen, daneben gramnegative 

Vergr.: 200:1. Schatten, oft mit grampositiven 
Einlagerungen. Manche Individuen 

sind zum Teil grampositiv, zum Teil gramnegativ. Gelegentlich kommen 
Verzweigungen vor (siehe Abb. 2.). Auf LOrrLER-Serum tritt immer 
folgende Gestalt der Keime auf: Kurze bis sehr kurze, ovoide, meist gram- 
positive Gebilde, daneben gramnegative Schatten (siehe Abb. 3). Auf 
Ascites-Traubenzuckernahragar und Kaninchenserum-Traubenzucker- 
nahragar wachsen die Bakterien in relativ langen, oft verzweigten, 
grampositiven, diphtheroiden Stabchen, neben denen einige wenige gram- 
negative Schatten zu beobachten sind. Nur ist die Ausbildung der Stab- 
chen und das Wachstum auf dem Kaninchenserum-Traubenzuckernahr- 
agar etwas weniger tippig als auf Ascites-Traubenzuckernihragar (vgl. 
Abb. 4 und 5). Ziemlich einheitlich dagegen sieht das Bild der Individuen 
aus, die auf gewohnlichem Nihragar gewachsen sind (Abb. 6). Neben 
gramnegativen Schatten finden sich kurze bis mittellange, grampositive, 
diphtheroide Stiéibchen. Auf dem Eiernahrboden nach LOwENSTEIN be- 
obachtet man meist runde und ovoide, aber auch langliche, grampositive 
und gramnegative Individuen (Abb. 7). Auf Difeo-Pepton-Agar wachsen 
die PucuTa-Bakterien sehr einheitlich. Es sind kurze, diphtheroide Stiab- 
chen, meist grampositiv, daneben auch gramnegative mit grampositiven 
Kinschliissen (Abb. 8). Der Pucuta-Niahrboden bringt Individuen hervor, 
die reichlich groB und kugelig, meist gramnegativ, gelegentlich mit 
grampositiven Einlagerungen versehen sind. AuBerdem kommen auf 
diesem Niahrboden viele grampositive Ovoide und Kurzstabchen vor 


x et 


' Im folgenden als HSTA bezeichnet. 
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(Abb. 9). Auf Rinderkochblutagar wachsen groBe, kugelige, gramnegative 
Gebilde, daneben ovoide, kurze und mittellange, diphtheroide Stibchen 
(Abb. 10). Auf Kaninchenblutagar endlich findet man meist oram- 
positive, ovoide und kurze, diphtheroide Stiibchen (Abb. 11). 


on 


Abb. 8. Abb. 9. Abb, 10. Abb. 11. 


Abb. 2—11. PucutTsa-Stamm. Vergr. 4000:1. 2 Auf Hammelserum-Traubenzuckernahragar. 
3 Auf LOFFLER-Serum. 4 Auf Ascites-Traubenzuckernahragar. 5 AE i epiee Chenserlimet re UpenZuck or 
nihragar. 6 Auf gewohnlichem Nahragar. 7 Auf Hierniihrboden nach LOWENSTEIN. 8 Auf Difco- 


Peptonagar. 9 Auf PucHTA-Nahrboden. 10 Auf Rinderkochblutagar. 11 Auf Kaninchenblutagar. 
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Zusammenfassung der bisherigen Ergebnisse. Um die Ziich- 
tung der Kleiderlaussymbionten erfolgversprechend angehen zu k6énnen, 
erschien es uns notig, erst einmal iiber die Brauchbarkeit der verschiede- 
nen Nihrbéden fiir das Wachstum des PucHTa-Stammes, der als der ge- 
ziichtete Symbiont galt, im Bilde zu sein. Wir konnten feststellen, dah 
sich der HSTA vorziiglich zur Kultur des PucuTa-Stammes eignet. 
Dieser Nahrboden wurde also besonders zu den Ziichtungsversuchen 
herangezogen. 


B. Ziichtungsversuche aus der Laus. 
1. Impfversuche. 


Nachdem Pucuta selbst angibt, daf seine erfolgreichen Ziichtungs- 
experimente ,,nicht beliebig reproduzierbar** sind (siehe seine Arbeit 
S. 29), stellten wir selbst Isolierungsversuche an, wozu durch die Prifung 
der Nahrbodenfrage die notwendigen Voraussetzungen getroffen waren. 
Grundsatzlich waren drei Moglichkeiten der Verimpfung zu erwagen. 
Einmal von Liuseeiern, zweitens von Tieren verschiedenen Alters und 
drittens von herauspraparierten Mycetomen. Alle drei Wege wurden be- 
schritten. 


a) Impfversuche mit Liiuseeiern. 

Bei den ersten Versuchen wurden die Hier auBerlich desinfiziert, um 
Kischalensaprophyten auszuschalten. Dabei wurde nach den miind- 
lichen Angaben von Pucuta wie folgt vorgegangen: 10 sec 70% Alko- 
hol, 20 see 2% Chloramin in 70°, Alkohol, 10 see 70% Alkohol, 4mal 
60 sec aqua dest. Es stellte sich bald heraus, daB diese Behandlung 
nicht erforderlich ist. Dies beweisen folgende Versuche: 

10 Lauseeier wurden in einem sterilen Reagensréhrchen mit 0,5 cm? 


Bouillon zusammengebracht, mit einem Glaspistill zerquetscht und auf 
Plattensaitze abgeimpft. 


Tabelle 2. Keimgehalt von Ldauseeiern. 


Nihr- “i Bewachsung auf 
boden sig : 
| Platte 1 | Platte 2 | Platte 3 
| | | 
HSTAS | 20p.0a — | = / = 
| 5Tg. | 1 Kolonie | a _ 1 Kolonie 
| _ grampos. Kokken | | Sarcinen 
| | 
HSTA | 27g. | = | = < 
5 Tg. 1 Kolonie Wurzel- | 2 Kolon. Pilze — 
bakterien 
/ | 
HSTA | 21g. 4 Kolon. grampos. -- =e 
| | Kokken 
5 Tg. 4 Kolon. grampos. 2 Kolonien 1 Pilz 
Kokken _ Sarcinen 


1 
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Im nachsten Versuch wurden je 10 Eier in einem Rohrchen mit 
5 cm? Nahrboden zerrieben und bebriitet. Die Mehrzahl der Réhrchen 
blieb steril. Als Verunreinigung traten in 3 von 8 Kulturen grampositive 
Stabchen bzw. Kokken auf. 

Ahnliche Versuche wurden mit frisch geschliipften Tieren gemacht. 
Das Ergebnis deckt sich im wesentlichen mit den hier bei Lauseeiern er- 
hobenen Befunden. Die Kleiderlaus und ihre Eier sind ‘uBerlich er- 
staunlich keimarm, wahrscheinlich auf Grund der Trockenheit ihres 
Integumentes. Auf diese Tatsache wies schon 1918 Braun hin. 

Bei allen folgenden Versuchen konnte also auf eine iiuBerliche Des- 
infektion des Eies verzichtet werden, was auch insofern gut ist, als die 
Keime innerhalb der Hihiillen, zu denen ja auch die Symbionten gehoren 
miiBten, so auf keinen Fall geschadigt werden. 


Versuch 1: Lauseembryonen, die einen Tag vor dem Schliipfen 
standen, wurden in einem Tropfen Kochblutbouillon ausgequetscht, in 
einem Medium also, das nach Pucuta fiir die Symbionten isotonisch 
sein soll. Die Emulsion wurde als hingender Tropfen aufgetragen und 
dann bebriitet. Von 20 hingenden Tropfen waren nach achttigiger Be- 
briitung trotz Umrandung mit Paraffinum liquidum zwei eingetrocknet ; 
einer zeigte eine deutliche Triibung, welche, wie sich herausstellte, durch 
grampositive Staébchen verursacht war. Die restlichen 17 Tropfen waren 
noch steril und wurden weiter bebriitet. Nach 14 Tagen waren von diesen 
17 Tropfen 8 eingetrocknet, von den restlichen 9 zwei getriibt, 7 steril. 
Doch konnten in den getriibten Tropfen weder mikroskopisch noch 
kulturell Mikroorganismen nachgewiesen werden. Aus Versuch | konnte 
also nur ein grampositives Staébchen erhalten werden, das mit dem 
Pucuta-Stamm jedenfalls nicht identisch ist. 

Versuch 2: Die Kier wurden diesmal direkt in die R6hrchen gebracht, 
mit einem Glaspistill an der Glaswand zerquetscht und mit der Ose auf 
dem Nahrboden ausgestrichen. Verimpft wurde auf 11 verschiedene 
Nahrbéden. Es wurden dabei auBer einem Pilz nur zwei Bakterien- 
stimme gewonnen: ein grampositives Stibchen, das mit dem Pucuta- 
Stamm sicher nicht identisch ist, auf Rinderkochblutagar, und ein 
diphtheroides Stabchen auf L6rrLer-Serum, das morphologisch dem 
Pucuta-Stamm 4hnlich ist, leider aber nicht weitergeziichtet werden 
konnte (Stamm D /). 

Versuch 3. In einem sterilen Réhrchen wurden 10 Kier mit 1 cm* 
HSTB! zerrieben und diese Aufschwemmung auf Petri-Schalen gebracht. 
In keinem Fall wurde ein diphtheroides Stiibchen gefunden. 

Man kann gegen diese Versuche den Einwand erheben, dafs durch die 
Art der Behandlung der Eier die Symbionten nicht mit Sicherheit aus 


1 HSTB = Hammelserumtraubenzuckerbouillon. 
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den Eihiillen ausgepreBt werden und somit gar nicht auf den Nahrboden 
gelangen. Diesen Einwand entkraftet der 

Versuch 4. In einen kleinen, sterilen Mérser kamen 10 Eier mit 
(0,2 em? Hammelserum-Traubenzuckerbouillon. Mit einem Pistill wurde 
kriftig gerieben. Je 3 Osen der Aufschwemmung wurden auf Réhrchen 
verimpft, in keinem der Rohrchen trat aber Wachstum auf. 

Es mu also auf Grund der beschriebenen vier Ziichtungsversuche 
angenommen werden, daf sich Eier zur Herausziichtung von Symbionten 
aus der Kleiderlaus nicht eignen, eine Tatsache, die auch Fixx bei den 
Symbionten von Pseudococcus citri feststellen muBte. 


b) Impfversuche mit Tieren verschiedenen Alters. 


Es wurde wieder festgestellt, dag eine auBerliche Desinfektion der 
Tiere unnétig ist. Wie gering tatsichlich die Keimzahl der Oberflache 
der Liiuse ist, zeigen alle nachfolgenden Versuche, bei denen 86%, aller 
Rohrchen trotz Beimpfung mit je einer nichtdesinfizierten Laus steril 
blieben. 

Versuch 5. Frisch geschlipfte Larven wurden verimpft, indem in je 
ein Rohrchen eine Laus eingeimpft wurde. An der Glaswand des Rohr- 
chens, gegentiber der Impfflache des festen Naihrbodens, wurde die Laus 
in einem Tropfen Bouillon mit einem sterilen Glaspistill zerquetscht. Mit 
der Kondensflissigkeit des Naihrbodens nahmen wir diesen Tropfen auf 
und lieBen die Fliissigkeit tiber die Impfflache laufen, um das Material 


Tabelle 3. Ergebnis des Versuches 6. 


| . 
Nihrboden ‘imo ee | a0 Wachstum auf z ! 
am Platte 1 Platte 2 | Platte 3 
HSTA 1 ioe 2. | Oo 26915 Kolonien.  steril steril 
3 verschiedene 
| Arten 
HSTA 2 | 3.2 9.2. | 1 Kolonie 1 Kolonie steril 
| | | Wurzelbakt. | Wurzelbakt. 
199. 2 | tiberwuchert | tiberwuchert | 8 Kolonien 
| darunter 
| 1 diphth. = 
| | | Stamm D 2 
Kochblut 1 | 3.2. | 9.2. | 5 verschiedene | 1 Kolonie steril 
Kolonien | grampositiver | 
| Kokken 
Kochblut 2 3.2. | 9.2. | steril steril | steril 
Pucuta | | 4,2 9.2. | 2 verschiedene | 4 Kolonien steril 
Kolonien 2 verschiedene 
Arten 
Pucuta 2 | 6.2. | 9.2. | 7 Kolonien steril 5 Kolonien 
| | grampositives | grampositiver 
_ Stabchen | Stabchen 


Untersuchungen an der Magenscheibe von Pediculus vestimenti Burm. 47 


tber den Nahrboden zu verteilen. Dabei lieBen sich aus den meisten 
Larven keine Mikroorganismen ziichten. Nur einmal ist auf Kochblut- 
agar eine Kolonie eines gramnegativen Stabchens gewachsen. 

Versuch 6. Wiederum wurden frischgeschliipfte Larven verimpft. 
Diesmal wurden aber Plattensaitze angelegt, wobei die erste Platte 
jeweils mit 10 Larven beimpft wurde (Tab. 3). Bei diesem Versuch 
konnte neben einigen Verunreinigungen ein diphtheroides Stiibchen ge- 
zuchtet werden, und zwar auf HSTA. Passage und Weiterziichtung dieses 
Stammes D 2 gelang. Er ist in seiner Eigenschaft als diphtheroides Stab- 
chen mit dem Pucnra-Stamm vergleichbar. 

Versuch 7. 10 frischgeschliipfte Larven wurden in einem sterilen 
Rohrchen mit 0,5 cm? HSTB zerquetscht und davon auf die in Tab. 4 
angegebenen Nahrbéden abgeimpft. Es wuchsen zwei Stamme diphtheroi- 
der Staibchen. Kiner davon, der Stamm D 3, der auf LOrrter-Serum ge- 
wachsen war, konnte weitergeziichtet werden. Beim Stamm D 4 gelang 
dies nicht. 


Tabelle 4. Ergebnis des Versuches 7. 


| ; ab- 
Nahrboden beimptt gelesen Wachstum 

| on am 

LOFFLER | 5.2. | 12.3. | 3 Kolonien diphtheroider Stab- 
| | chen = Stamm D 3 

LGOFFLER 2 | 5.2. | 10.3. | steril 

LGFFLER 3 bea LOsoeis veri! 

LOWENSTEIN 1 | 5.2. | 22.2.) 4 Kolonien diphtheroider Stab- 
| chen = Stamm D 4 

LOWENSTEIN 2 } Oe2ee LOS ies tert 

LOWENSTEIN 3 5.2. | 11.2. | 1 Kolonie grampos. Kokken 

KaSTA! 5.2. | 10.3. | steril 

MeST A? 5.2. | 10.3. | steril 


Versuch 8. Die Anordnung entspricht dem Versuch 5, nur wurden 
hier nicht frisch geschliipfte Tiere, sondern solche verwendet, die schon 
24 Stunden alt waren. Diese Tiere hatten aber noch nicht Blut gesogen. 
Tn dieser Versuchsreihe wuchsen keine Mikroorganismen. 

Versuch 9. Anordnung wie bei Versuch 6. Die verimpften Tiere waren 
einen Tag alt und hatten noch nicht Blut gesogen (Tab. 5). 

Versuch 10. Der Versuch 10 entspricht insofern Versuch 4, als hier 
wieder mit einem kleinen sterilen Mérser das Material, und zwar diesmal 
frisch geschliipfte Larven, verrieben wurde. Von 7 Platten blieben 5 steril, 
in einer gingen grampositive Stibchen, in einer anderen grampositive 
Kokken an. Diphtheroide Stabchen fanden wir nicht. 


1 KaSTA — Kaninchenserum-Traubenzuckernahragar. 
2 MeSTA — Menschenserum-Traubenzuckernahragar. 
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Tabelle 5. Ergebnis von Versuch 9. 


a 
| | 


| beimpft "abe Wachstum auf 
Nahrboden ee ! gelesen | ---—— — ——— —---— - - —_—————+ 
ras am Platte 1 | Platte 2 Platte 3 
. : | 
HSTA 12. 2. | 22. 2.| 3 Kolonien 4 verschiedene | steril 
| darunter | Kolonien 
| 
1 diphth. = 
| Stamm D5 | 
Kochblut 12. 2. 22.2. 2verschiedene | steril | steril 
| _ Kolonien 
| | | | 
PucuTa 12. 2. | 22. 2.| steril | 4 Kolonien 
| . 
darunter | 5 verschiedene 
| 1 diphth. = Kolonien 
| Stamm D6 | 


Versuch 11. Anordnung wie in Versuch 8. Die verimpften Tiere 
waren zwei Tage alt und hatten einmal Blut gesogen. Wenngleich auch 
hier die Mehrzahl der beimpften RGhrchen steril blieb, so konnten doch 
zwei Stimme diphtheroider Stiibchen D7 und DS gewonnen werden. 
Beide waren auf dem Pucuta-Nihrboden gewachsen, und konnten 
weitergeztichtet werden. 

Versuch 12. Versuch 12 ist analog dem Versuch 11. Die verimpften 
Tiere waren 3 Tage alt und hatten zweimal Blut gesogen. Alle beimpften 
Nahrbéden blieben steril. 

Versuch 13. Auch Versuch 13 ist Versuch 11 analog. Die Tiere waren 
aber fiinf Tage alt, hatten schon fiinfmal Blut gesogen und befanden sich 
bereits im zweiten Larvenstadium. Es konnte wieder kein Mikroorganis- 
mus geztichtet werden. 

Versuch 14. Dieser Versuch unterscheidet sich von allen voran- 
gehenden insofern, als die verwendeten Nahrbéden die Leibesbestand- 
teile der Kleiderlaus zusitzlich enthielten. Es wurden 10 Liuse in 0,5 em? 
HSTB zerrieben und nach Verdiinnung auf 5 em? bebriitet. 

Der Einwand, die Konzentration der von den Liusen stammenden 
Substanzen sei zu gering, wurde entkriftet durch folgenden Versuch: 
Es wurden wieder 10 Liiuse in 0,5 em’ HSTB zerrieben, eine Verdiinnung 
erfolgte hier aber nicht. In dieser Versuchsreihe blieben die meisten 
Rohrehen steril. Dreimal traten grampositive Kokken, zweimal gram- 
positive Staébchen auf. Mikroorganismen, die jenen des PucuTa-Stammes 
vergleichbar wiiren, fanden sich nicht. 


c) Impfrversuche mit herauspraparierten M ycetomen. 
Die vorangehenden Versuche kénnen nur beweisen, da es méglich ist, 
durch Verimpfung von Kleiderliusen in einem geringen Prozentsatz der 
Palle, diphtheroide Stabchen zu ziichten. Ob die geziichteten Bakterien 
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aber aus dem Mycetom stammen, bleibt bei diesen Versuchen offen. Wir 
verimpften daher, an Stelle von ganzen Lausen, nur die herausprapa- 
rierten Mycetome. 


Die Technik der Operation und der Impfung sei kurz beschrieben: Auf einen 
sterilen Objekttrager wurde ein Tropfen steriler HSTB gebracht. Neben den 
Tropfen legten wir die Laus mit der Ventralseite nach oben. Unter dem Stereo- 
mikroskop wurde sodann das Mycetom der Laus herausprapariert, dieses sofort 
nach der Operation in den bereitgestellten Tropfen HSTB gebracht und von hier aus 
weiterverimpft. Der Rest der Laus wurde auf ein zweites Rohrchen desselben Nahr- 
bodens gebracht. 

Versuch 17 bis 22. Die Anordnung der Versuche 17 bis 22 entspricht 
im wesentlichen der von Versuch 15. Insgesamt wurden bei dieser Ver- 
suchsreihe 114 Roéhrehen (LOFFLER-Serum, HSTA, Pucnra-Nahrboden 
und Kochblutagar) beimpft. 57 Réhrchen davon mit dem herauspriipa- 
rierten Mycetom, die restlichen 57 mit dem mycetomfreien Lauserest. 
Dabei wurden zwei Stiimme diphtheroider Stiibchen D9 und D 10 ge- 
zuchtet, und zwar bemerkenswerterweise nicht aus den herauspraparierten 
Mycetomen, sondern aus den vom Mycetom befreiten Liuseresten. Der 
Stamm D9 wuchs auf HSTA, der Stamm D 10 auf L6rrier-Serum. 
93% aller Rohrchen blieben bei dieser Versuchsreihe tiberhaupt steril. 

Die nun folgenden Versuche unterscheiden sich von den vorangehenden 
wesentlich. Im nichsten und im tibernachsten Versuch wurde die Be- 
briitungstemperatur variiert. Im Versuch 25 und 26 aber wurden an- 
aerobe Ziichtungsmethoden angewendet. 


Versuch 23. Die Tiere waren 24 Stunden alt und hatten noch kein 
Blut gesogen. Bebriitet wurde bei 37° C. 

Auf HSTA konnte wieder ein diphtheroides Stabchen geztichtet werden. 
Auch dieses wuchs in einem Rohrchen, das mit einer mycetomlosen Laus 
beimpft war. 


Versuch 24. Die Tiere waren 24 Stunden alt. Bebriitet wurde bei 
22° C. Es konnte kein diphtheroides Stabchen erhalten werden. 


Versuch 25. Versuch 25 lief unter anaeroben Bedingungen. 24 Stun- 
den alten Tieren wurde das Mycetom entnommen. Dieses herausprapa- 
rierte Mycetom einerseits und der Lauserest andererseits wurde auf HSTB 
verimpft. Die Réhrchen wurden nach Burrt verschlossen. Auch bei 
diesem Versuch konnten keine Bakterien vom Corynetyp isoliert werden. 


Versuch 26. Auch der Versuch 26 lief unter anaeroben Verhaltnissen. 
Die Mycetome und entsprechend die Lausereste von 24 Stunden alten 
Tieren wurden auf Leber-Leberbrithe verimpft. Die Leberstiickchen in 
der Leberbouillon wirken dabei so stark sauerstoffentziehend, daB in der 
Fliissigkeit anaerobe Verhaltnisse eintreten. 

Es konnten keine Bakterien geziichtet werden. 


Archiv f. Mikrobiologie, Bd. 23. 
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Die Impfversuche mit herauspraparierten Mycetomen ergaben: In 
keinem Falle konnte in einem Rohrchen, das nur mit einem Mycetom 
beimpft war, ein dem Pucuta-Stamm ahnliches diphtheroides Stabchen 
geziichtet werden. In 3 Fallen dagegen traten Diphtheroide auf, wenn je- 
weils eine Laus verimpft wurde, der das Mycetom exstirpiert war. Es ist 
dabei zu betonen, daB es sich bei allen verimpften Tieren um Larven des 
1. Stadiums handelte, die somit sicher noch nicht in den Ovarialampullen 


infiziert sein konnten!. 


Versuch 
Nr. 


Tabelle 6. Verimpfte Mycetome. 


aerob 


anaerob 


| Wwe PP OD Ore 


LOFFLER 


| eco roo | m— te He OO 


PUCHTA 


| crore | 


Kochblut 


| | 


| ro | oo | 


HSTB 


LLB 


: 
insgesamt 


Zusammen: 


Versuch 
Nr. 


i 
(=) 


26 


Tabelle 7. Verimpfte Lduse ohne Mycetome. 


Nn 
aerob 


anaerob 


ee] 
| | Com ARORA ie 
> 


LOFFLER 


PUCHTA 


| Kochblut 


HSTB 


LLB 


insgesamt 


Zusammen: 


w 
ort 


bo 
nw 


' Nach allerneuesten, bisher noch nicht publizierten Versuchen von A. HuGER 
ist anzunehmen, daB sich die Mycetomsymbionten von Rhizopertha dominica 
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Die Tab. 6 und 7 sollen einen Uberblick iiber die Anzahl der verimpften 
Mycetome einerseits und der verimpften mycetomlosen Tieren anderer- 
seits geben. 


d) Krgebnisse der Ziichtungsversuche. 


Fassen wir alle Versuche zusammen, so kommen wir zu Tabelle 8. 


Tabelle 8. Keimgehalt verschiedener Entwicklungsstadien der Léuse. 


| 
Anzahl der dabei | Prozentsatz der mit 
: 93 Anzahl der : ; : 
verimpftes Material SA wares gefundenen diphthe-| diph. Bakt. infiz. 

roiden Stamme Objekte 
Hier 85 1 | 1,18 
Larven 168 | 7 4,19 
Mycetome 105 = = 
Tiere ohne Mycetome 95 3 3,16 

! 

Zusammen: 453 11 2,43 


Wie wir daraus erkennen kénnen, wurden bei insgesamt 453 Ver- 
impfungen elfmal diphtheroide Staébchen gefunden, was einem Prozent- 
satz von 2,43°% entspricht. Von diesen 11 diphtheroiden Stabchen wuch- 
sen auf den Nahrbdden: HSTA 4, LOrrLer 3, Pucura 3, LOWENSTEIN |. 


2. Vergleich der geziichteten Diphtheroiden 
mit dem Pucuta-Stamm. 


Ks ist also gelungen, elfmal diphtheroide Stabchen zu ziichten. Sieben 
Staémme davon konnten weitergeztichtet werden, und zwar: D 2, D3, 
D5, D6, D8, D9, D 11. Diese Stimme wurden morphologisch und er- 
nahrungsphysiologisch mit dem Pucutra-Stamm verglichen. 


1. Wir verimpften jeweils auf Nahragar, HSTA und Lorrier-Serum und stellten 
die Wachstumsintensitaét und die Morphologie der Individuen auf diesen verschiede- 
nen Nahrbéden fest. Es hatte sich ja gezeigt, daB der Pucura-Stamm auf diesen 
Nahrbéden verschiedene Gestalt annimmt. 2. Wir priiften die Wachstumsintensitat 
bei einer Bebriitungstemperatur von 37° C im Vergleich zu jener von 30° C. 3. Wir 
verimpften auf ein Réhrchen HSTA in hoher Schicht, um die Sauerstoffbediirftig- 
keit der Stamme festzustellen. 4. Wir priiften die Verwendbarkeit einer Reihe von 
Kohlenstoffquellen im dissimilatorischen Stoffwechsel der Stamme (Glucose, Fruc- 
tose, Saccharose, Galaktose, Maltose, Mannose, Ribose, Arabinose, Sorbit, Mannit 
und Glycerin). 


selbstandig machen kénnen und auBerhalb der Mycetome im Korper des Tieres 
vorkommen. HvuGEr stellte an Rhizopertha dominica fest, daB die Nachkommen 
von Tieren mit einwandfrei sterilen Mycetomen wieder Symbionten haben kénnen. 
Diese zur Reinfektion verwendeten Symbionten waren aber im Gegensatz zu den 
normalen Mycetomsymbionten hitzestabil. 

4* 
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Diese Vergleiche erbrachten folgende Ergebnisse: Von den 7 diph- 
theroiden Stiimmen sind die Stamme D 5 und D 11 mit dem PucutTa- 
Stamm nicht identisch. Andererseits liegt nichts im Wege, die restlichen 
fiinf Stimme zu derselben Species zu rechnen, zu der auch der Pucuta- 
Stamm gehort. f 


Zusammenfassung der Ergebnisse der Ziichtungsversuche. 


1. Aus den 105 isolierten Mycetomen der Kleiderlaus konnten wir in 
keinem Falle Bakterien ziichten. : 

2. Dagegen gelang es, in 3,16% der Falle, aus dem Leib mycetom- 
freier Liuse diphtheroide Stabchen und gelegentlich auch andere Keime 
zu zuchten. . 

3. Diese Feststellungen gelten nur fiir die von uns gewahlten Zucht- 
bedingungen. Der Grund fiir das MiBlingen der Ziichtungen kénnte darin 
liegen, da®B die so eng an das intracellulare Leben angepafiten Mikro- 
organismen eine Umstellung auf kiinstliche Nahrbdden nicht ertragen. 

Wichtig fiir weitere Untersuchungen in dieser Richtung erschien uns 
die Feststellung, inwieweit sich die intracellularen Symbionten iber- 
haupt noch mit freilebenden oder parasitischen Bakterien vergleichen 
lassen. Anhaltspunkte dazu kénnten vielleicht durch morphologische und 
biochemische Untersuchungen des Mycetoms gewonnen werden. Uber 
die in dieser Hinsicht von uns durchgefitihrten Versuche soll im folgenden 
berichtet werden. 


C. Zur Frage der Bakteriennatur der ,,Endosymbionten®. 
1. Morphologische Untersuchungen. 
a) Lebendbeobachtung. 


Bei der Lebendbeobachtung der Mycetome stéren die gelben Granu- 
lationen, die Rres (1931; 8.271) im Hiillepithel der symbiontischen 
Organe beschrieben hatte. Es ist daher nétig, die Mycetome leicht zu 
quetschen um die Symbionten in Freiheit zu setzen und dadurch der 
Beobachtung zugiinglich zu machen. Die Untersuchung erfolgte in steriler 
physiologischer Kochsalzlésung, nachdem sich erwiesen hatte, daB sie 
praktisch dieselben Ergebnisse liefert, wie die von PucnTa und uns ver- 
suchsweise verwendete Kochblutbouillon oder auch HSTB. 

Zum Vergleich wurden Diphtheriebakterien herangezogen, auBerdem 
der Pucuta-Stamm, um auch hier eventuelle Ahnlichkeiten oder Unter- 
schiede zwischen den Mycetomsymbionten und dem Pucutra-Stamm 
festzustellen. Die Beobachtung erfolgte im Phasenkontrastmikroskop 
(Abb. 12 und 13). 

Die Symbionten variieren.in ihrer 4uBeren Form. Diese Formverinder- 
lichkeit ist schon 1931 Rims aufgefallen, vor allem die Unterschiede zwi- 
schen den Symbionten von Tieren verschiedenen Alters und Geschlechtes. 
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Fiir unsere Versuche wurden in der Regel frisch geschliipfte Larven ver- 
wendet, deren Symbionten sich etwa folgendermaGen charakterisieren 


Abb. 12: Lebende Mycetomsymbionten einer Abb. 13. Lebende Mycetomsymbionten eines 
frischgeschliipften Larve. Vergr.: 1250:1. jungen Miannchens. Vergr.: 1250:1. 


lassen: Grobe, ovoide bis schlauchformige Gebilde, die, im Gegensatz zu 
den Pucutaschen Beobachtungen, stets phasenoptisch inhomogen, meist 
granuliert, manchmal auch wabig sind. Abb. 14 
zeigt ein Praparat, in dem sich Mycetomsym- 
bionten und Pucuta-Bakterien nebeneinander 
befinden. Es ist unschwer zu erkennen, dah 
Unterschiede nicht nur in GroBe und Gestalt 
bestehen, sondern auch im phasenoptischen 
Verhalten. 
- Die Lebendbeobachtung der Mycetom- 
symbionten brachte folgende Ergebnisse: 
1. Es besteht ein wesentlicher morphologi- 
scher Unterschied zwischen den Mycetom- 
symbionten und dem Pucura-Stamm. Der 
morphologische Identitatsbeweis, den PUCHTA 
auf ein einziges Praparat zuriickfuhrt (siehe 
seine Dissertation S. 31), kann hur mit Vor- Abb. 14. Lebende Mycetomsymbion- 
behalten verallgemeinert werden. ten (a) und PucuTs-Stammbakte- 
ae Tr Phasenkontrastmikroskop zeigten rien (b) nebeneinander. Zeichnung. 
sich uns die Mycetomsymbionten in allen Fallen deutlich granuliert. Diese 
Beobachtung mu8 nicht unbedingt unvereinbar mit den PucnTaschen 
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Angaben sein, der in den meisten Fallen homogene Mycetomsymbionten 
sah. Bei der Strukturveranderlichkeit des lebenden Plasmas ist ein der- 
artiger Strukturwechsel denkbar. Rres (1931) bildet in seiner Arbeit 
(Abb. 42) ebenfalls granulierte Symbionten ab. 

3. Beim Vergleich der Mycetomsymbionten mit bekannten typischen 
Bakterienarten fallt es schwer, sie morphologisch der gleichen Mikro- 
organismenklasse zuzuordnen. 


b) Farbungen von Mycetomausstrichen. 

Technik: Das herauspraparierte Mycetom wurde in einem Tropfen Wasser zer- 
zupft. Das Praparat wurde an der Luft getrocknet. Die Fixierung wurde bestimmt von 
der darauffolgenden Farbung. 

Neben den Mycetomsymbionten wurden auch Ausstriche von Diphtheriebakterien 
und vom Pucuta-Stamm gefarbt. Dies schien uns nétig, um eine einwandfreie 
Technik zu garantieren. Vom Pucutra-Stamm verwendeten wir immer neben einer 
jungen eine sehr alte Kultur, um festzustellen, ob sich etwa die alten Formen des 
PucutTa-Stammes den Mycetomsymbionten angleichen. Jedes Praparat wurde 
durchschnittlich 10mal gemacht, um Zufalligkeiten auszuschlieBen. 

Doppelfarbung nach Gram: Im Gegensatz zum PucuTa-Stamm 
und den Diphtheriebakterien sind die Mycetomsymbionten gramnegativ. 
Eine Ahnlichkeit zwischen den Mycetomsymbionten und den in alternden 
Kulturen des Pucnra-Stammes auftretenden gramnegativen Schatten 
(Degenerationsformen) besteht weder in GréBe noch in Gestalt. Die 
Schatten sind auferdem immer strukturlos, die Mycetomsymbionten 
schwach granuliert. 

Methylenblaufarbung: PucuTa-Stamm und Diphtheriebakterien 
farben sich mit Methylenblau viel intensiver an als die Mycetomsym- 
bionten. 

Doppelfarbung nach M. NeEtsser: Mycetomsymbionten und 
Pucuta-Stammbakterien sind neiBernegativ. 

ZIEHL-NEELSON- Farbung: Weder Mycetomsymbionten noch Pucu- 
TA-Stammbakterien sind siurefest. 

Kollargolausstrich: Kapselbildung weder bei Mycetomsymbionten 
noch bei PucuTa-Bakterien. 

GreMsA-Ausstrichfarbung: Die Mycetomsymbionten farben sich 
mit Azur-Kosin-Methylenblaulésung nach Giemsa nur ganz schwach 
blaulich! an. Pucura-Stamm und Diphtheriebakterien sind immer deut- 
lich dunkelviolett gefarbt. 

Chromatindarstellung nach PreKkarskI-RoBinow: Fixation 6min 
OsO,-Raucherung tiber 2% iger Lésung im Waigeschalchen, Hydrolyse 
10 min bei 56° C mit n HCl, Abspiilen in Leitungswasser, Fiirben 2mal 


_ | Kocn (1938) hat bei Mastotermes eine intensive Blaufarbung der intracellularen 
Symbionten sowohl in den Bakteriocyten als auch in den Infektionsmassen der Kier 
feststellen kénnen. 
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45 min mit 0,4 cm? Gremsa-Farbe in 10 em? Puffer vom px 7,2, Abspiilen 
in aqua dest. Lufttrocknen lassen. Diese Prekarski-RoBrnow-Technik 
eignet sich zur Darstellung von Chromatinstrukturen. In hellrosa ge- 
farbtem Plasma hebt sich das Chromatin dunkelviolett gefarbt hervor. 
Da in den Mycetomsymbionten in keinem Fall dunkelviolette Farbung 
beobachtet werden konnte, muB geschlossen werden, da® in den Mycetom- 
symbionten kein Chromatin nachzuweisen ist. 

Um diesen wichtigen Befund zu erharten, wurde zusiitzlich eine andere 
Methode der Chromatindarstellung angewendet. 

Chromatindarstellung nach Brrnemann: Der Nachweis der 
RNS- und der DNS-Orte nach dieser Methode wird folgendermafen 
durchgefiihrt: Nach Osmiumsaurefixierung wird mit Pyronin (1:300) 
30 min lang gefiirbt. Die RNS farbt sich dabei rot an. 

Das Parallelpraparat wird nach dieser Behandlung einer 7 min dauern- 
den n HCl-Hydrolyse unterworfen, wobei die RNS herausgelést wird. Die 
verbleibende DNS wird anschlieBend mit Methylenblaulésung (gesiattigte 
alkoholische Stammlésung 1:20) 45 min lang gefarbt. Die DNS-Orte 
erscheinen dunkelblau, das Plasma schwach hellblau. 

Diese BRrnGmMANNsche Methode zur Karyoiddarstellung ist umstritten 
(TRONNIER). Wir wollen uns an ihrer Diskussion nicht beteiligen. Jeden- 
falls bestatigte sie in unserem Falle das Ergebnis der PreKarsk1-Rost- 
now-Farbung. 

In der einschlagigen Literatur ist an keiner Stelle von gleichartigen Experimenten 
die Rede. Die Prekarski-Roprnow- und die BrrncmMannsche Farbung wurde u. W. 
hier erstmalig fiir Mycetomsymbionten angewandt. Anders die FeuLGEN-Reaktion. 
Brooks (S. 9/10) schreibt: ‘“The FruLcEn reaction, the classical test for desoxyri- 
bose nucleid acid, is positive with the bacteroids, but the color is of low intensity. 
GIER (1936) reported that the bacteroids do not give the FEULGEN reaction to any 
definitive degree. Rizkt (1954) obtained a positive reaction which could not be pre- 
vented by extraction by desoxyribose nuclease except following previous extraction 
with pepsin.”” Die Frutcen-Reaktion wurde von uns nicht angewandt, weil nach 
der bisherigen Erfahrung die Chromatindarstellung nach PreKARsk1I-RoBINOW 
sicherer und verlaBlicher ist. 


Fluoreszenzfarbung mit Auramin: Es hat sich schon bei friheren 
Versuchen ergeben, das die Mycetomsymbionten keine Higenfluoreszenz 
besitzen. Wir versuchten nun dieses Gebilde mit dem Fluorochrom 
Auramin anzufarben. Genau so wie die Pucura-Bakterien und die 
Diphtheriebakterien konnten dabei die Mycetomsymbionten zu gelber 
Fluoreszenz gebracht werden. 

Die im Vorhergehenden beschriebenen Farbungen der Mycetomsym- 
bionten zeigen ganz deutlich auffallige Unterschiede zwischen dem Ver- 
halten der Mycetomsymbionten und der bekannten typischen Bakterien. 
Nach dem Ausfall der Prexarski-Ropinow- und BrincMann-Farbung 
scheint den Mycetomsymbionten Chromatin zu fehlen. Auch die GIEMSA- 
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Fiarbung ist bei den Mycetomsymbionten anders als bei den bekannten 
Bakterien ausgefallen. Es wire interessant, dieselben Farbereaktionen 
bei den Mycetominsassen anderer Symbiontentrager vergleichsweise 
anzustellen. Als einziger hat bisher Fryk (1952) an den Kultursymbion- 


ten von Pseudococcus citri die PIEKARSKI-RoBINoW-Farbung mit posi- 


tivem Ergebnis durchgefiihrt, 
aber auch er hat leider ver- 
siumt, in Parallele hierzu, 
die Mycetomsymbionten von 
Pseudococcus citri nach PIE- 
KARSKI-RoBINOW zu farben. 


2. Histologische 
Untersuchungen. 


Zur Fixierung eignete sich be- 
sonders Osmiumsaure und das 
Carnoysche Gemisch. Eingebettet 
Abb. 15. wurde tiber Methylbenzoat-Benzol. 


Frontalschnitt durch das Mycetom. Himalaun- Die Schnittdicke betrug 4 ll. 
Erythrosin nach R. MAYER. Vergr.: 1250:1. 


Hamalaun - Erythrosin - 
Farbung nach R. MAYER: 
Im Frontalschnitt reprasentiert 
sich das Mycetom als rundliches 
bis ovales Organ (Abb. 15), das 
eine deutliche Kammerung zeigt 
und von einem Hiillsyneytium 
umgeben ist. In den Kammern 
finden sich in groBer Anzahl die 
runden, ovoiden oder langlichen 
Symbionten. Es sei erwahnt, 
daB nach morphologischen Ge- 
sichtspunkten beurteilt, diese 


Abb, 16. 
Krontalschnitt durch das Mycetom. Hiimatoxylin- 
Eosin nach HEIDENHAIN. Vergr.: 1250:1. lebenden oder pathogenen Bak- 


terien ahneln. 


welchen der bekannten  frei- 


Hamatoxylin-Kosin nach DeLarmeLp und Eisenhamatoxylin- 
Kosin nach Hrmennain: Mit Himatoxylin nach Dr arreLp-Eosin 
farben sich die Symbionten nur mit Eosin an, wie das auch bei der 
H&IDENHAIN-Kosinfarbung der Fall ist (s. Abb. 16). 


Typische Bakterien aber fiirben sich nach Braun (miindliche Mittei- 
lung) wie die Zellkerne mit den Kernfarbstoffen an, erscheinen also bei 
der Hamatoxylinfarbung nach DELAFIELD und HEIDENHAIN schwarz. 


Formen in keiner Weise irgend-. 


: 
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Die Mycetomsymbionten der Laus stehen hier also im Gegensatz zu 
typischen Bakterien, gleichen aber in dieser Hinsicht vielen anderen 
Symbiontentypen. 

Schnittfarbung nach Gram: Aus allen Praparaten geht einhellig 
hervor, daB die Mycetomsymbionten, genau so wie das umliegende 
Gewebe, gramnegativ sind. a 

Schnittfirbung nach Giemsa: Ubereinstimmend mit der Aus- 
strichfarbung nach GrEMSA waren die Mycetomsymbionten im Schnitt- 
praparat (Abb. 17) hellblau 
gefarbt und zeigten eine 
schwache Granulation. Die 
Zellkerne dagegen waren 
deutlich dunkelviolett ge- 
farbt. Es wurde schon 
friiher betont, da8~ sich 
typische Bakterien mit 
GIEMSA immer dunkelvio- 
lett anfarben. 


Chromatinfarbung 
nach PIEKARSKI-ROBINOW 
mod.: Zur Chromatindar- 
stellung im Schnitt wan- 
delten wir das PIEKARSKI- 
Ropinowsche  Ausstrich- Abb. 17. Frontalschnitt durch das Mycetom. 
werfahren wie folgt AVP GIEMSA-Fiarbung. Vergr.: 1600:1. 

Die entparaffinierten Schnitte wurden in aqua dest. gebracht und anschliefend 
mit n HCl bei 56° © 10 min lang hydrolysiert. Nach der Hydrolyse wurde 
griindlich gewaschen. Wir stellten zu diesem Zweck die Schnitte 5mal auf je 2 min 
in Leitungswasser ein, wobei das Wasser der einzelnen Stufen etwa die 
Temperaturen 55° C, 50° C, 40° C, 30° C und 20° C hatte. Plotzliches Abkiihlen der 
Schnitte von 56° C auf Zimmertemperatur bewirkt nach unserer Erfahrung leicht 
ein Abschwimmen der Schnitte. Es schlossen sich daran an: 1 Stufe Aqua dest. und 
2 Stufen Pufferlésung (SORENSEN px 6,8). Dann wurde 24 Stunden lang mit Gremsa- 
Farbe (8 cm* auf 125 cm? Puffer) gefarbt. Nach dieser Zeit wurde die Farbe gewechselt 
und nochmals 3 Stunden lang gefiarbt. Nach dem Auswaschen differenzierten und 
entwisserten wir die Schnitte in den Aceton- Xylol-Gemischen 95:5, 70 : 30, 30 : 70, 

Die Mycetomsymbionten erscheinen bei dieser Farbung rosarot, 
wahrend die Zellkerne tiefviolett gefarbt sind. In den Abb. 18 und 19 ist 
dieser Kontrast deutlich zu erkennen. Es konnte also auch an Schnitt- 
praparaten kein Chromatinnachweis gefiihrt werden. 

Chromatinfarbung nach Brinemann: Zunachst wurden alle 
Schnitte 30 min lang mit Pyronin gefirbt. Die Halfte der Praparate 
wurde dann anschlieBend 7 min lang bei 56° C mit n HCl hydrolysiert 
und dann 45 min mit Methylenblau nachgefarbt. 
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Im Pyroninpriparat sind die Mycetomsymbionten rot gefarbt, im 
hydrolysierten Methylenblaupraparat sind sie hell blaugrau. Da sich die 
Zellkerne im Gegensatz zu den Mycetomsymbionten aber dunkelblau 
anfiirben, muB geschlossen werden, daB sich in den Mycetomsymbionten 
keine DNS findet. 

Die Schnittfiirbungen ergaben eine Reihe von Tatsachen, die gegen 
eine Verwandtschaft der Mycetomsymbionten mit bekannten Bakterien 
sprechen : 


Abb. 18. Frontalschnitt durch das Mycetom. Abb. 19. Frontalschnitt durch das Mycetom. 
Farbung nach PIEKARSKI-ROBINOW. mod.  Farbung nach PIEKARSKI-ROBINOW. mod. 
Vergr.: 800:1. Vergr.: 800:1. 


1. Die Morphologie der Mycetomsymbionten im Schnittpraparat er- 
innert nicht an jene eines bekannten Bakteriums. 

2. Die Mycetomsymbionten farben sich mit dem Plasmafarbstoff Eosin 
und nicht, wie typische Bakterien, mit dem Kernfarbstoff Hamatoxylin 
an. (Ahnlich verhalten sich viele Symbionten anderer Insekten.) 

3. Mit Gremsa-Farbe gefarbt, erscheinen die Mycetomsymbionten hell- 
blau, typische Bakterien aber dunkelviolett. 

4. Ks ist in keinem Falle gelungen, in den Mycetomsymbionten 
Chromatin nachzuweisen. 

In diesem Zusammenhang scheint es uns nétig zu sein, noch einmal auf 
die Arbeit von Ries zu verweisen. 

Er schreibt auf 8. 341 unter anderem: ,,[m folgenden seien die Griinde zusammen- 
gestellt, die uns veranlassen kénnen, die Symbionten der Laéuse und Mallophagen 
zu den Bakterien zu stellen. 1. Es kommen unter anderem ganz typische Bakterien- 
formen vor. 2. Niemals konnte Knospung beobachtet werden. Alle Anzeichen spre- 
chen fiir Vermehrung durch quere Zerschniirung. 3. Typische Kerne fehlen. 4. Auch 
von typischen Bakterien, deren Natur nicht angezweifelt werden kann, sind In- 
volutionsformen bekannt, die sehr viele Beziehungen zu manchen Symbionten- 
stadien aufweisen. Es bliebe also fiir den, der die Bakteriennatur der Symbionten 


nicht anerkennen will, nur iibrig, eine besondere Gruppe von Mikroorganismen fiir 
sie aufzustellen.** 
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Ks trifft zweifellos fiir eine Reihe von Symbionten zu, was Rigs in 
seinem ersten Punkt anfthrt, z. B. fiir die Symbionten von Lipeurus 
baculus N., von Hamatopinus eurysternus N., und von Goniodes dami- 
cornis N., nicht aber fiir Pediculus vestimenti. DaB fernerhin keine 
Knospung beobachtet wurde, spricht zwar dafiir, daB es sich bei den 
Symbionten keinesfalls um Hefen, nicht aber, dab es sich sicher um 
Bakterien handelt. Daf andererseits typische wohlumschriebene Kerne 
fehlen, ist zwar fiir Bakterien charakteristisch, nicht aber fiir Bakterien 
allein (Cyanophyceen). Zu Punkt 4 ist zu sagen, daB es bisher meistens 
gelungen ist, in Involutionsformen bekannter Bakterien Chromatin nach- 
zuweisen. Bei den Symbionten von Pediculus vestimenti verlief diese 
Reaktion aber negativ. 

Ries war sich wber diese Schwierigkeiten im klaren. Er schreibt 
(S. 342): ,,Es ist daher wohl am zweckmaBigsten, kurz von den Sym- 
bionten, als von Bakterien zu sprechen.** Auch Hertria u. WoLBacu 
(zit. n. Rres) bekunden eine gewisse Unsicherheit, wenn sie von ,,Large 
bacterial symbionts of Pediculidae“ sprechen. 

Die Befunde, die wir aus den morphologischen und _ histologischen 
Untersuchungen gewonnen haben, erlauben es nicht, die Symbionten von 
Pediculus vestimenti unter die Gruppe der ,,landlaufigen Bakterien® zu 
rechnen. Inwieweit andere Mikroorganismengruppen hierfiir in Frage 
kommen, kann vorerst noch nicht entschieden werden. Da aber trotz des 
Beweismaterials der vergleichenden Symbioseforschung, insbesondere 
der liickenlosen Klarung der symbiontischen Cyclen heute noch gelegent- 
lich angezweifelt wird, daB die ,,Symbionten* selbstandige Lebewesen 
sind, sahen wir uns gezwungen, diese Beweisfihrung mit Intravital- 
farbungsversuchen anzustellen. 


D. Intravitalfarbungsversuche. 

Die auf aktive Lebenstatigkeit zu priifenden Objekte wurden mit 
Intravitalfarbstoffen angefarbt. Diese Farbstoffe schadigen die lebende 
Zelle nicht. Sie muBten fiir unsere Versuche einen rg- Wert besitzen, der 
es in der lebenden Zelle erméglicht, sie zu dehydrieren. Wenn nun das 
Oxydationsprodukt eines solchen Farbstoffes farblos oder von anderer 
Farbe ist als der Farbstoff selbst, so laBt sich am Farbumschlag aktive 
Lebenstitigkeit direkt nachweisen. Die 3 verwendeten Farbstoffe mit 
ihren Eigenschaften zeigt Tab. 9. In unseren Versuchen wurden stets 


Tabelle 9. Higenschaften der verwendeten Intravitalfarbstoffe. 


Farbumschlag | TH Eo pH | T 
pe 
Methylenblau | blau-farblos 13,5—15,5 | SERIE AY 7,0 | AUS 
Indigotetra- | | 
sulfonat | blau-gelb Pee ==1355 = 0,03 V 7,0 20° 
Neutralrot | rot-gelb | 2,0— 4,5 = O32Vi 7,0 | 20° 
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nebeneinander und gleichzeitig gefarbt: Die Mycetomsymbionten, ein 
Stiick Darmgewebe der Laus und der Pucnra-Stamm. Das Darmgewebe 
wurde verwendet, um mit dem lebenden Gewebe der Laus, der PucHTA- 
Stamm, um mit Bakterien vergleichen zu kénnen. 


Die Intravitalfarbstoffe waren nicht nur in Wasser, sondern auch in 
physiologischer Kochsalzlésung und in Rincer-Lésung gelost. Dies 
geschah, um den Mycetomsymbionten, dem Gewebe und den Bakterien 
ein moéglichst geeignetes Milieu zu bieten. 


1, Methylenblau. 


Bei den Verdiinnungen 1: 100000 fairbt sich der PucnTa-Stamm etwas 
schneller bzw. intensiver an als die Mycetomsymbionten und das 
Darmgewebe. 

Viel wichtiger ist der Unterschied in der Entfarbung: Der PucuTa- 
Stamm ist mit Methylenblau in Wasser 1: 100000 und in physiologischer 
Kochsalzlésung 1:100000 nach 20 min giinzlich entfarbt, in physiolo- 
gischer Kochsalzlosung 1:10000 und in Rincer-Lésung 1:10000 nach 
40 min. Ganz anders verhalten sich demgegentiber die Mycetomsym- 
bionten und das Darmgewebe. Hier geht die Entfarbung wesentlich 
langsamer vor sich, wobei auffallt, daB sich die Mycetomsymbionten und 
das Darmgewebe nicht unterscheiden. 


Wir schlieBen daraus folgendes: 1. Die Tatsache, daB sich die Mycetom- 
symbionten bei der Intravitalfarbung entfiirben, spricht dafiir, daB sie 
eine aktive Lebenstitigkeit besitzen. 2. Da sich die Mycetomsymbionten 
einerseits wesentlich langsamer entfairben als der PucHTa-Stamm, muB 
angenommen werden, da sie vom PucHTa-Stamm verschieden sind. Da 
sie sich andererseits bei der Intravitalfairbung genau so verhalten wie das 
Darmgewebe, ist der Gedanke naheliegend, da die Fermentaktivitat 
der Mycetomsymbionten und des Darmgewebes die gleiche ist. 


2. Indigotetrasulfonat. 


Bei den Versuchen mit Indigotetrasulfonat (Kaliumsalz) stellte sich 
heraus, dai die Objekte damit viel schlechter anzufirben sind als mit 
Methylenblau. Selbst bei der Konzentration 1:1000 ist die Farbbarkeit 
sehr gering. So gelingt es nicht, mit einer Indigotetrasulfonat-Farblésung 
1: 1000 den PucuTa-Stamm anzufiirben. Mycetomsymbionten und Darm 
farben sich auch nur schwach nach einer Einwirkungszeit von 80 min an. 
Weiteres Kinwirken des Farbstoffes iiber diesen Zeitraum hinaus inten- 
siviert die Anfarbung nicht. 

Die Entfarbung des nur schwach angefarbten Darmgewebes und der 
Mycetomsymbionten geht ziemlich schnell vor sich, 
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3. Neutralrot. 


Auch Neutralrot ist fiir unseren Zweck nicht uneingeschrankt brauch- 
bar. Es flockt in RrnaEer-Lésung aus und wir muBten uns deshalb auf 
Neutralrotlésungen in Wasser und in physiologischer Kochsalzlésung 
beschranken. 

Die Anfarbung des Pucura-Stammes mit Neutralrot gelingt bei einer 
Konzentration 1:16000 nicht einwandfrei. Die Mycetomsymbionten und 
der Darm aber firben sich bereits bei einer Konzentration von 1:50000 
prachtig rot an. Eine Entfairbung konnte dabei in jedem Falle beobachtet 
werden. 

Im wesentlichen bestitigen also die Versuche mit Indigotetrasulfonat 
und Neutralrot die Ergebnisse, die wir mit Methylenblau gewonnen 
haben. Davon ausgehend wollen wir uns im nachsten Kapitel mit der 
Histochemie des Mycetoms befassen. 


EK. Zur Histochemie des Mycetoms. 


Bei der Kleinheit des Mycetoms kamen nur mikrochemische Gruppenreaktionen 
in Frage. Wir brachten zu diesem Zweck herauspraparierte Mycetome auf einen 
Objekttrager und fiihrten dann die Reaktionen unterm Mikroskop durch. Dabei 
galten unsere Untersuchungen nicht nur den Mycetomsymbionten, sondern auch 
den gelben Granulationen des Hiillgewebes, tiber deren chemische Natur Rres noch 
nichts aussagen konnte. 


1. Die chemische Natur der gelben Einschlisse. 


Ries schreibt in seiner Monographie (1931) tiber die gelben Granulationen, die sich 
im Hiillgewebe des Mycetoms befinden: ,, Der eigenartige opake Charakter des Organs 
(gemeint ist das Mycetom) wird hervorgerufen durch eine groBe Menge von Granu- 
lationen, die der 4uBeren Hiille eingelagert sind, auf den Praparaten jedoch nicht 
mehr in Erscheinung treten. Es sind, wie die Lebendbetrachtung der Hiille ergibt, 
sehr kleine, ovale, stark lichtbrechende Kérnchen, die in der Mitte bei starkem Ab- 
blenden eine dunkle H-Figur oder nur einen Strich erkennen lassen. Uber ihre Be- 
deutung konnte ich keine Klarheit gewinnen.“ 


Die Einschliisse lésen sich nicht in: Alkohol 96%, Ather, Petrolather, 
Aceton, Chloroform, Benzol und Schwefelkohlenstoff. Sie losen sich aber 
leicht in Sdéuren (HCl 32%, HCl 1 n, H,SO, 1 n), und Basen (NaOH 1 n, 
NaOH 10%, NH, 1 n). In Hisessig lésen sie sich erst in 10 min, in heiBem 
Wasser erst nach 2 Std auf. Es kann sich also nicht um Oltropfchen 
handeln, wie das auch der negative Ausfall der Sudanfarbung bestatigt. 

Das gelblichweiBe, opake Aussehen und die Lésungseigenschaften 
brachten uns auf den Gedanken, daB es sich vielleicht um Substanzen aus 
der Gruppe der Pterine handeln kénnte, die im Insektenorganismus nicht 
allzu selten vorkommen. Nachdem es in letzter Zeit GUNDER gelungen 
war, in der Haut der Amphibien und Reptilien fluoreszenzmikrosko- 
pisch Pterine nachzuweisen, versuchten wir, die fraglichen Korper 
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nach ihrer Methode zu analysieren. Das Mycetom wurde herausprapa- 


riert und unterm Fluoreszenzmikroskop untersucht. Es war deutlich | 


hellblaue Eigenfluoreszenz der Einschliisse erkennbar. Daraus geht 
hervor, daB es sich bei den Einschliissen der Mycetomhille wohl um 


Pterine handelt. Da diese Granulationen bei 1000facher VergréBerung — 


kaum StecknadelkopfgroBe erreichen, war es leider nicht méglich, 
chromatographische Analysen und absorptionsspektralanalytische Un- 
tersuchungen durchzufiihren. So kann nicht gesagt werden, um welches 
Pterin es sich hierbei handelt. 


2. Die Cytochemie der M ycetomsymbionten. 


pu- Wert: In erster Linie bestimmten wir den py-Wert im Inneren 
des Mycetoms und wahlten dazu folgenden Weg: Das herauspraparierte 
Mycetom wurde, ohne vorher mit irgend einer Fliissigkeit in Berthrung 
gekommen zu sein, in verschiedene Indicatorlésungen gebracht. 

Lackmuslésung: Farbumschlag im Bereich px 4,4 bis 8,4 von Rot nach Blau. Die 
Mycetomsymbionten farbten sich schwach rosa bis blaBviolett. — Bromkresolgriin: 
Farbumschlag von Gelb nach Blau im Bereich py 3,8 bis 5,4. Die Mycetom- 
symbionten farbten sich schwach griinlichblau bis blaulich. — Bromthymolblau: 
Farbumschlag von Gelb nach Blau im Bereich px 6,0 bis 7,6. Die Mycetom- 
symbionten farbten sich nicht an. Die Farbe der Lésung blieb im Umkreis des 
Mycetoms und in dessen Innerem blaugriin. 

Wir kamen zu dem Ergebnis, da die Reaktion im Mycetom ziemlich 
genau am Neutralpunkt liegen muB. 


Prifung auf Fette und Lipoide. 


Gema8 den Vorschriften im Rometsschen Taschenbuch (1948) wurde mit Osmium- 
saure und mit Sudan III nach Dappi auf Fette gepriift, allerdings nicht im 
Gefrierschnitt, sondern am Totalpriparat. 


Beide Methoden fiihrten zu negativen Ergebnissen. Mit Sudan IIT war 
im fetthaltigen Kontrollpriparat (Liusedarm) die Reaktion positiv. Es 


steht somit fest, daB in den Mycetomsymbionten Fett in nachweisbaren 
Mengen nicht vorhanden ist. 


Prifung auf Kohlenhydrate. 


Auf Kohlenhydrate wurde zunichst gepriift mit Phenylhydrazin nach der Methode 
von Fiscuer. Senrr hat dieses Verfahren in die Histochemie eingefiihrt. Wir ver- 
wendeten: Lésung A: 1 cm* Phenylhydrazinum p. a. Merck in 10 cm’ Glycerin; 
Lésung B: 1 cm’ Kisessig in 10 em Glycerin. Die Kontrolle im Reagensglas gliickte: 
Glucose +- Lisung A + Lésung B Erhitzen Ogazon-Niederschlag. 


Auf unseren Versuch angewendet, ergab sich: Mycetom + Lisung A 
-+ Losung B Erhitzen nach 20 Std wenige kleine Sphiirite zu erkennen. 


Um diesen Befund zu erharten, wurde das noch empfindlichere 2, 3, 
5-Triphenyl-tetrazolium-chlorid Merck verwendet. 
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0,5 g dieser Substanz werden in 5 cm Wasser gelést. Es ergibt sich eine gesittigte 
Lésung mit etwas Bodensatz. Die Reaktion bendtigt zu ihrem Ablauf schwach 
ammoniakalisches Milieu. Die Kontrolle im Reagensglas ergab: Glucose + TPTC 
Erhitzen kraftig roter Niederschlag; Saccharose + TPTC Erhitzen keine Reaktion. 


TPTC eignet sich nur zum Nachweis der reduzierenden Monosaccharide. Erst nach 
Behandlung mit n/10 HCl geben auch Disaccharide einen roten Niederschlag: 
Saccharose + n/10 HCl + TPTC Erhitzen kraftig roter Niederschlag. 


Angewendet auf unseren Versuch: Mycetom + TPTO Erhitzen kraf- 


tige Rotfarbung der Mycetomsymbionten. Da die Reaktion ohne Hydro- 
lyse eintrat, darf geschlossen werden, daB8 es sich bei den nachgewiesenen 
Kohlenhydraten um Monosaccharide handelt. 

Um eventuell mit Jod nachweisbare Polysaccharide wie Glykogen und 
Starke nachzuweisen, wurde J‘JK mit den Mycetomsymbionten zu- 
sammengebracht. Es trat keine Reaktion ein. 


Prifung auf EiweiBstoffe. 


Die EiweiBreaktion verlief sowohl mit Ninhydrin, als auch mit dem 
Mittonschen Reagens positiv. 


Aus allen diesen Versuchen geht hervor, da die Mycetomsymbionten 
EiweiB und Monosaccharide enthalten, daB aber Polysaccharide und Fette 
nicht nachgewiesen werden konnten. Sie verhielten sich genau so wie die 
Gewebszellen der Laus. 


Zusammenfassung. 


' 1. Es wurde festgestellt, daB der von Pucnra aus der Kleiderlaus 
geziichtete Bakterienstamm in die Corynebacterium-Gruppe gehort. 

2. Der geeignetste Nahrboden fiir den Pucuta-Stamm ist der Hammel- 
serumtraubenzuckernahragar. 

3. Eigene Versuche zur Ziichtung der Symbionten der Kleiderlaus 
lieferten von 453 Fallen 11 mal Corynebakterien. 
4, Von diesen 11 Corynestimmen miissen 5 zu derselben Art wie der 

Pucuta-Stamm gerechnet werden. 

5. Diese 11 Corynebakterienstémme stammen aus Versuchen, in denen 
ganze Liuse oder my cetomfreie LausezurVerimpfung gekommen waren. 

6. Aus 105 isolierten Mycetomen konnten keine Bakterien vom 
Corynetyp geziichtet werden. Auch andere Mikroorganismen, die ge- 
legentlich in unseren Versuchsréhrchen auftraten, hatten mit den 
Mycetomsymbionten nichts gemein. 

7. Die Untersuchung der Mycetomsymbionten im Phasenkontrast- 
mikroskop ergab, dali sie keine Ahnlichkeit mit bekannten typischen 
Bakterien besitzen. 
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8. Desoxy-ribonucleinséure, nach der herrschenden Meinung ein 


charakteristischer Leibesbestandteil der typischen Bakterien, konnte in — 


den Mycetomsymbionten nicht nachgewiesen werden. 

9. Auch histologisch konnte keine Ahnlichkeit zwischen Mycetom- 
symbionten und freilebenden oder parasitischen Bakterien festgestellt 
werden. 

10. Intravitalfirbungen bestitigten die Tatsache, daB es sich bei den 
Mycetomsymbionten um lebende Organismen handelt. Sie verhielten 
sich zu den Intravitalfarbstoffen wie die Gewebe der Laus. 

11. Mit mikrochemischen Methoden wurden in den Mycetomsym- 
bionten Monosaccharide und EiweiBe nachgewiesen. 

12. Es wurde erkannt, da8 die Einschliisse im Hiillgewebe des Myce- 
toms wohl aus Pterinen aufgebaut sind. 


Herrn Professor Dr. ANTON Kocu danke ich sehr fiir seine Hilfe und die Anregung, 
durch Untersuchungen an der Kleiderlaus einen Beitrag zu diesem Fragenkomplex 


zu leisten. Besonderen Dank schulde ich Herrn Professor Dr. Huco Bravn, — 


Direktor des Instituts fiir Hygiene und Bakteriologie der Universitat Miinchen, 
an dessen Institut mir neben groBziigiger materieller Unterstiitzung, wertvollste 
Anregungen zuteil wurden. Ferner bin ich Herrn Professor Dr. Kart RITTER VON 
Friscx# zu gréBtem Dank fiir die gewaihrten Unterstiitzungen verpflichtet. 
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Purinoxydierende Fermente aus Schimmelpilzen. 
IV. Mitteilung. 
Uber die Xanthindehydrase der Schimmelpilze. 


Von 
EZZ-ELDIN M. TAHA*, LISELOTTE STORCK-KRIEG und WILHELM FRANKE. 


Mit 4 Textabbildungen. 
(Eingegangen am 28. Mai 1955.) 


In der I. Mitteilung (FRANKE, Tana u. Karine, 1952) dieser Reihe war 
erstmals das sehr verbreitete Vorkommen von Uricase in Schimmel- 
pilzen nachgewiesen worden, bei deren Wirkung im allgemeinen ein 
Atom Sauerstoff je Harnséuremolekiil aufgenommen wurde, mit Aus- 
nahme des Ferments aus einem agyptischen Alternaria tenuis-Stamm, 
bei dem der Endwert der Sauerstoffaufnahme zwei Atome betrug. In 
den beiden folgenden Mitteilungen (FRANKE u. Kriec, 1952; FRANKE u. 
Tana, 1952) waren die Fermenteigenschaften niher studiert und im 
ersteren Falle Allantoin als Reaktionsprodukt eindeutig nachgewiesen 
und identifiziert,.im letzteren Falle Oxonsadure als Endprodukt zum 
mindesten sehr wahrscheinlich gemacht worden!. Da nach unserer 
heutigen Kenntnis Harnsaure nicht durch direkte Biosynthese, sondern 
stets oxydativ aus Xanthin entsteht?, lag es nahe, auch auf das Vor- 
kommen von Xanthindehydrase in Schimmelpilzen zu priifen. In der 
Tat gelang ihr Nachweis in vielen Fallen, wenngleich ihre Verbreitung 
weniger allgemein, ihre Aktivitat meist geringer, ihre Labilitaét groBer zu 
sein schien als die der Uricase. Da die geplante spatere Fortfithrung 
dieser mehr orientierenden Versuche aus aéuBeren Griinden unterbleiben 
mute, geben wir heute die seinerzeit erhaltenen Befunde trotz einzelner 
Liicken bekannt. Die Ergebnisse beanspruchen auch insofern gewisses 
Interesse, als bisher tiber pflanzliche Xanthindehydrase im Gegensatz 
zum ungemein griindlich untersuchten tierischen Ferment so gut wie 


* Jetzt: National Research Council of Egypt, Cairo. 

1 Unlangst ist von E. S. Canernaxis, A. L. Turrin u. P. P. Conmn (1955) 
Oxonsaure auch als ein Oxydationsprodukt der Harnsiure im Katalase-Athyl- 
hydroperoxyd-System aufgefunden worden. 

2 Vgl. z. B. Ubersichtsreferat zum Purin- und Pyrimidin-Stoffwechsel von 


FRANKE (1953 a). 
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nichts bekannt war!. In Bakterien ist das Vorkommen einer — offenbar 
auch Methylxanthine angreifenden — Xanthindehydrase neben anderen 
purinabbauenden Fermenten unlingst von FRaNKE u. Haun (1955) 
festgestellt worden. 

Methodik. 


Beziiglich der untersuchten Pilzkulturen, der Pilzziichtung und der Her- 
stellung von Enzymlésungen gilt das in der I. Mitteilung (FranKz, Tana u. 
Krrec, 1952) unter I, 1, 2 und 3 Gesagte. Die Mehrzahl der Versuche wurde mit 
den dort bereits erwihnten Pilzstammen Alt. tenuis VII und Asp. fumigatus 26 
durchgefiihrt. 

Die Aktivitatsmessung an Fermentlésungen erfolgte wieder zumeist im so- 
genannten ,,Normalansatz‘‘ bei 30° C in der WARBuRG-Apparatur. Dieser Ansatz 
enthielt in 5,0 ml Gesamtvolumen 0,5—2,0 ml Fermentlésung (Wasserextrakt des 
zermahlenen Mycels), 1,0 ml m/5-Phosphatpuffer px 7,0, 1 ml m/50-Xanthin (in 
1 Aquival. LiOH gelést), H,O auf 5 ml. Gasphase Luft. 

Die Xanthinlosung soll nicht alter als einen Tag sein, da sonst ihre Autoxy- 
dabilitat (Ahnlich wie die der Harnsiéure, Franke, Tawa u. Kriec, 1952) erheblich 
zunimmt. Desgleichen darf das Xanthin nicht in heiBer Lauge gekocht werden, da 
derartige Lésungen abnorm hohe Autoxydationswerte zeigen. 

Parallelversuche mit Harnsaure in gleicher Konzentration liefen meist mit. In 
einigen wenigen Versuchen wurden auch Adenin und verschiedene Aldehyde 
(Acetaldehyd, Butyraldehyd, Salicylaldehyd, Piperonal) als Substrate gepriift. 

Die Aktivitét von Fermentlésungen wird im folgenden haufig in Form der 
AtmungsgréBe Qo, = wl O,/mg Enzymtrockengewicht x Std angegeben. Der Be- 
rechnung von Qo, wurde im allgemeinen die Anfangsgeschwindigkeit, d. h. die 
O,-Aufnahme in den ersten 15 min, zugrunde gelegt. Bisweilen findet sich auch die 
Angabe der um die Eigenatmung der Enzymlésung (qgo,) korrigierten Atmungs- 
groBe (Qo, — 402): 

Enzymatisch gebildetes Hydroperoxyd wurde nach friiheren Angaben 
(FrRanKE, Tana u. Karina, 1952; FRANKE u. Kriec, 1952) jodometrisch bestimmt. 
Ammoniakbestimmungen wurden nach Vakuumdestillation bei p10 durch 
Nesslerisieren durchgefiihrt (FRANKE u. Tana, 1952). 

Fiir einige anaerobe Versuche mit Methylenblau und 2,6-Dichlorphenol-indo- 
phenol kam die iibliche THunBeRG-Methodik zur Anwendung. 


’ Versuche. 


I. Verbreitung, Wirksamkeit und Stabilitét 
der Xanthindehydrase. 


Es wurden zunachst Wasserextrakte aus dem Mycel 2—3 Tage auf 
CzapeK-Dox-Niahrlésung bei 28° geziichteter Schimmelpilze hergestellt 
und die Sauerstoffaufnahme im Normalansatz bei Zusatz von Xanthin 
und (zum Vergleich) von Harnsiure gemessen. Abb. 1 zeigt das Er- 
gebnis einiger typischer Versuche an Aspergillus niger, Penicillium 
chrysogenum, Alternaria tenuis und Fusarium sambucinum. Man erkennt, 


' Uns ist nur eine Arbeit von Mrcnir u. KoLEssnrKow (1947) bekannt, wonach bei 
Infiltrationsversuchen an Gerstenblittern ein gewisser Hypoxanthinschwund auf- 
tritt. Zur (unwahrscheinlichen) Identitat des beteiligten Ferments mit der a-Oxy- 
siurenoxydase (Glycolicodehydrase) vgl. KoLessnrkow (1950). 
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daf Xanthin (X) die Leeratmung (LZ) der Extrakte mehr oder weniger 
stark steigert, da’ diese Atmungssteigerung aber, von Alt. tenuis (es 
handelt sich um den oxonsiurebildenden aigyptischen Stamm) abgesehen, 
hinter der durch Harnsaure (H) bewirkten zuriickbleibt. Charakteristisch 
und in zahlreichen anderen untersuchten Fillen wiederkehrend ist die 
(nur bei Alt. tenuis fehlende) Erscheinung, daB sich die Geschwindigkeit 


250 
LL Asp. niger 15 Fen. chrysogenum x 
#. 4 
200 y | | WA 
“a 
a h/ ¥ 
150 L a / 
Uz O 
‘00 “i 
1 
Li 7 ; 
& jhe A Ces xen 
S sec fie SS 
5 50 ‘a os =o Ker 
“So ne i a ieee 
' - se 
a“ 
gS 
S 200 po Sane _ 
= Aa } | 
2 BY! Ait tenuis VIE YH us. sambucinum 
150 ie ‘i F. =5 
2 — 
100 ae 
Af 
4, 
eames Zea L =| 
Va L 
1 ee cer eee eae erie _ 
0 15 30 45 60 75min 90 O 15 30 45 60 75 90min 


Abb. 1. Sauerstoffaufnahmen durch Wasserextrakte verschiedener Schimmelpilze (Aspergillus niger, 

Penicillium chrysogenum, Alternaria tenwis und Fusarium sambucinum) ohne (ZL, Leeratmung) und 

mit Zusatz von Xanthin (X) bzw. Harnsiure (H). Normalansitze mit 2 ml Enzymlésung. O,-Aqui- 
valent des eingesetzten Substrats (1 Atom O): 224 wl. 


der Sauerstoffaufnahme im Xanthinansatz bei langerer Versuchsdauer 
derjenigen des substratfreien Ansatzes angleicht. Dabei miiBte im Normal- 
fall (Allantoinbildung) der Endwert der Sauerstoffaufnahme mit Xanthin 
doppelt so hoch liegen wie bei Harnsiure. Man gewinnt den — auch durch 
andere Befunde bestatigten — Eindruck, daB die Xanthindehydrase der 
Schimmelpilze ein sehr labiles Enzym ist, das im Verlaufe seiner Wirkung 
starke Schddigung erfahrt. Dies zeigt auch der Doppelversuch (mit 
Asp. fumigatus) der Abb. 2, in dem nach dem Abklingen der Sauerstoff- 
aufnahme erneut einmal Substrat, das anderemal Enzym aus einer Seiten- 
retorte des WarBura-GefaiBes zugekippt wurde; nur im letzteren Falle 


Saverstoff- Avtnahme 
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erfolgte neuerliches Einsetzen des Sauerstoffverbrauchs. Die Verhaltnisse 
liegen genau umgekehrt wie bei einem mit dem gleichen Enzym durch- 
gefiihrten Harnsaureversuch, in dem die Sauerstoffaufnahme nur durch 
erneuten Substratzusatz wieder in Gang zu bringen war (vgl. Abb. 3 
der I. Mitteilung, Frankn, Tawa u. Krine, 1952). 


Ob es sich bei dieser Schadigung um die von der Xanthindehydrase der Milch 
her bekannte intermediire Bildung von Hydroperoxyd (Drxon, 1925) handelt, 
bedarf noch der Untersuchung. An sich ist der Katalasegehalt unserer Mycel- 
extrakte nicht unbetrachtlich (FRANKE, TAHA u. Kripa, 1952; FRANKE u. KRIEG, 
1952). 


Das Aktivititsverhaltnis Xanthindehydrase/Uricase war bei der am 
eingehendsten untersuchten Alt. tenwis VII nicht konstant, sondern 
variierte bei zu verschiedenen 
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chemisch atypische Alt. tenwis- 
Abb. 2. Sauerstoffaufnahmen durch Wasserextrakte Stamm VII machte hiervon keine 


aus Aspergillus fumigatus bei spiterer nochmaliger : : 
Zugabe der Anfangsmenge Enzym (+ £) oder Xan- Ausnahme. Bei seiner auffallenden 


thin (+X). Urspriinglich Normalansiitze mit 1 ml Degeneration, von der schon friiher 


Enzym; nach 120 min Neuzugaben (|). Die ver- die Rede gewesen war (FRANKE, 
wendete Enzymlésung war praktisch leeratmungsfrei. TAHA u. KrtEa, 1952; FRANKE u. 


Tawa, 1952), sank die Xanthinde- 
hydrase-Aktivitat in der Untersuchungsperiode sogar noch wesentlich starker ab 
als die Uricase-Wirksamkeit und war zuletzt nur noch andeutungsweise vorhanden. 

Aus Versuchen entsprechend denen der Abb. 1 wurde fiir eine Reihe 
von Schimmelpilzen die Aktivitét der Xanthindehydrase in Extrakten 
2—3tigigen Mycels bestimmt. Tab. 1 enthalt das Ergebnis dieser Ver- 
suche. Der um die Eigenatmung der Enzymlésung korrigierten Xanthin- 
dehydrase-Aktivitat (Qo,—qo,) wurde in Klammern der am gleichen 
Enzym ermittelte Aktivititswert der Uricase beigefiigt. Nicht mit 
Sicherheit (Qo,—qo, < 1) lieB sich Xanthindehydrase in den Pilzen 
Cunninghamella elegans, Trichoderma koningi, Botrytis cinerea, Clado- 
sporium sp., Stemphylium sp., Fus. niveum und Fus. equiseti nachweisen, 
in denen auch die Uricasewirksamkeit nur schwach (Qo,—4o, = 2) war 
baw. (wie in den beiden Fusarien) praktisch fehlte (vgl. Tab. 4 der I. Mit- 
teilung, FrRankn, Tawa u. Karma, 1952). 

Kin gewisser Parallelismus zwischen Xanthindehydrase- und Uricase- 
Aktivitat ist unverkennbar. Die stets zu beobachtende Unterlegenheit 
der Xanthindehydrase wiire noch gréBer, wenn nicht wie in Tab. 1 der 


Purinoxydierende Fermente aus Schimmelpilzen. or 
15 Minuten-, sondern ein spiaterer Wert der Sauerstoffaufnahme der 
Aktivititsberechnung zugrunde gelegt worden wiire (vgl. Abb. 1). 


Tabelle 1. Xanthindehydrase-Aktivitdt von Mycelextrakten verschiedener Schimmel- 
pilze. Normalansitze mit jeweils 2 ml Extrakt. In Klammern Uricase-Aktivitiit. 


Piva PRES | cosine alone 
a i a ie aC ha ce 
Bahizopus nigricans... 1. eee. | 38,4 i 7,0 3,0 (3,1) 
Be CONepLUMDEUS 8s mn ee | 45,2 Re 1,4 (2,0) 
Ersperguus niger 15 0. . . «<1 « . 38,4. | 4,5 3,1 (4,6) 
39 (ONE ee eae ee 36,5 5,1 3,7 (4,7) 
e TURTAG CLS tC Oe ie ie aye 38,1 5,0 4,6 (5,3) 
¥ OTL Bde hese iahae, geet, ss 31,2 3,3 2,0 (2,8) 
Peniculium glaucium10-........ ae, 6,8 3,7 (4,5) 
- OS ORCGTMUD 5 a 6 5 ie 6 eee | 43,6 Aad 2,4 (3,8) 
miternaria tenuis VIT). 2 eS 17,6 9,6 8,7 (10,2) 
Fusarium sambucinum. ........ 34,4 4,2 1,8 (3,0) 


1 Die Trockengewichte wurden der Einfachheit halber, da es sich nur um Ver- 
gleichsversuche handelte, ohne vorausgegangene Dialyse bestimmt. Nach friiheren 
Erfahrungen wiirden dialysierte Extrakte 2—3mal hohere Aktivitaétswerte liefern. 


Es wurde auch versucht, die Pilze auf einer CzapEK-Dox-Lésung, in der das 
Nitrat durch die N-aquivalente Menge Xanthin (entsprechend einer Konzentra- 
tion von rund 0,1%) ersetzt worden war, zu ziichten und dadurch womdglich zu 
aktiveren Enzymlésungen zu gelangen. Im Gegensatz zu friiheren analogen Ver- 
suchen mit Harnsaure (FRANKE, TAHA u. KriuG, 1952) war das Mycelwachstum 
auf den xanthinhaltigen Nahrlésungen fast durchweg langsam und kiimmerlich. 
Selbst dort, wo es etwas besser war, wie z. B. bei Alt. tenwis VII und Pen. glaucum 
10, war die Aktivitat des ,,Xanthinmycels“ nicht sehr erheblich (etwa 15—30%) 
groBer als die des ,,Nitratmycels“, wobei allerdings zu beriicksichtigen ist, dai das 
langsamere Wachstum im ersteren Falle auch eine um 1—2 Tage verlangerte 
Zuchtungsdauer bedingt. 


Uber den Einflu8 der Ziichtungsdauer auf die Enzymaktivitat 
bei Alt. tenuis VII unterrichtet Tab. 2 in der Darstellungsweise von 
Tab. 1. 

Tabelle 2. Abhdngigkeit der Xanthindehydrase-Aktivitat vom Mycelalter bei Alt. 


tenuis VII. Normalansatze mit jeweils 2 ml Extrakt. In Klammer (zum Vergleich) 
Uricase-Aktivitat (aus einem anderen Versuch, vgl. Abb. 4 der I. Mitteilung). 


Ziichtungsdauer Enzymtrockengewicht | mes 
(Tage) (mg) | Q0, Q0:—005 
NEE a EE ————————E_—E——— eee 
| 

3 42,6 11,0 9,1 (8,0) 

6 37,4 6,1 5,4 (4,7) 

8 43,6 2,1 1,7 (2,3) 

10 40,0 ~0 ~0 (~0) 


Ahnlich wie friher (FRANKE, TAHA u. Krina@, 1952) bei der Uricase 
beobachtet, erfolgt auch hier zwischen 3. und 10. Tage ein fast linearer 
Aktivitatsabfall. 
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Die Temperaturstabilitat der Alternaria-Xanthindehydrase geht 
aus Tab. 3 hervor, in der die nach halbstiindiger Inkubation des Mycel- 
extrakts bei verschiedenen Temperaturen noch feststellbaren Aktivi- 
titen (bei 30° bestimmt) angegeben sind. 


Tabelle 3. Enzymaktivitat nach halbstiindiger Einwirkung bestimmter Temperaturen. 
Normalansatze mit jeweils 1 ml Extrakt (19,0 mg Trockengewicht). 
Aktivitatswerte aus den O,-Aufnahmen nach 15 und 60 min berechnet. 


Restaktivitét nach s ‘3 s . 
Inkubation bei | 30 40 | 45 50 
(Qo, —qo,)15 min . . 12,5 10,0 4,0 | pe ' 
(Qo, —o,) 60 min . . 7,6 5,3 2,6 | ~0 


Durch (graphische) Interpolation erhalt man fiir die ,,T6tungs- 
temperatur* (entsprechend 50% igem Aktivitatsverlust, vgl.v. EULER, 
1925) aus beiden Wertereihen tibereinstimmend 43—44° gegen 47° bei 
der Alternaria-Uricase (FRANKE, TAHA u. Kriec, 1952). Die Xanthin- 
dehydrase erweist sich also auch hier labiler als die Uricase. 


2. Kinettk. 


Es wurde untersucht der Einflu8 der Enzym-, der Substrat-, der 
Sauerstoff- und der Wasserstoffionen-Konzentration auf die Re- 
aktionsgeschwindigkeit. Nach Tab. 4 nimmt im gewohnlich untersuchten 
Bereich der Enzymkonzentration die Geschwindigkeit der Sauer- 
stoffaufnahme langsamer zu als der Proportionalitat entsprechen wiirde. 


Tabelle 4. Abhdngigkeit der Sauerstoffaufnahme von der Enzymkonzentration bei 

Alt. tenuis VII. Normalansitze mit 0,5, 1,0 und 2,0 ml Extrakt; Trockengewicht 

21,3 mg/ml. Die Werte der Leeratmung lagen zwischen 7 und 12% der Substrat- 
atmung. O,-Aufnahmen in ul. 


“~~ ml Enzym 
Zeit ms 0,5 1,0 2.0 
(min) De | / 

5 29 46 73 

10 42 70 | 110 

15 58 95 153 

30 80 135 | 226 

45 88 157 / 263 

60 97 170 | 292 


Ahnliche Verhiiltnisse waren friiher (FRANKE, Tana u. Krrec, 1952) 
bei der Uricase beobachtet worden. Doch gilt hier auch die seinerzeit 
beim Ferment aus Asp. fumigatus annahernd erfiillte Quadratwurzel- 
beziehung (ScuUrzsche Regel, FRANKE u. Krina, 1952) nicht. 
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Der Einflu8 der Xanthinkonzentration auf die Reaktionsgeschwin- 
digkeit (in Form des Qo,-Werts) ist in Abb. 3 sowohl fiir Alt. tenuis- als 
auch fiir Asp. fumigatus-Enzym dargestellt. Man erkennt, daB die Ge- 
schwindigkeit der Sauerstoffaufnahme im Bereich zwischen m/1000 baw. 
m/500 und m/100 praktisch konzentrationsunabhingig ist und erst bei 
etwa m/60 deutlich abfallt; die MrcHartrs-Konstante (Dissoziations- 
konstante des Enzym-Substrat-Komplexes) diirfte < 10-8 m sein. Bei 
der Schimmelpilz-Uricase war ein (recht ausgepriigtes) Konzentrations- 
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Abb. 3. Abhangigkeit der Reaktionsgeschwindigkeit Abb. 4. Aktivitats-pq-Kurven der Xanthin- 

von der Xanthinkonzentration bei Alternaria tenuisVII  dehydrase aus Alternaria tenuis VII und 

und Aspergillus fumigatus 26. Normalansitze mit Aspergillus fumigatus 26. Normalansatze 

jeweils 2 ml Mycelextrakt (Trockengewichte 27,2 bzw. mit jeweils 2 ml Mycelextrakt (Trocken- 

52,2 mg). Gestrichelte Kurven: zugehérige Leer- gewichte 31.0 bzw. 40,2 mg). Phosphat- 

atmungen. Qo, bzw. go, aus den O,-Aufnahmen nach _ puffer. QO,-Werte aus den O,-Aufnahmen 
80 min berechnet. nach 30 min berechnet. 


optimum erst bei m/100-Harnsaure und eine MicHarxis-Konstante von 
3—4 - 10-3 m beobachtet worden (FRANKE, TAHA u. KrreG, 1952; FRANKE 


u. Kriga, 1952). 


Bekanntlich ist die tierische Xanthindehydrase durch ungewohnlich hohe 
Substrataffinitat ausgezeichnet: schon Substratkonzentrationen zwischen 10-° und 
10-4 m wirken optimal, héhere (> 10-* m) hemmend (Drxon u. THuR Low, 1924; 
WIELAND u. ROSENFELD, 1930; WiELAND u. Macraz, 1930; Bootu, 1938). Auch 
das Schimmelpilzferment zeigt hohe Substrataffinitat, ist jedoch gegen hdhere 
Substratkonzentrationen weniger empfindlich. Noch unempfindlicher ist das (zell- 
gebundene) Bakterienferment, das auch durch m/50-Xanthin noch nicht ge- 


hemmt wird (FRANKE u. Hann, 1955). 

Ein EinfluB des Sauerstoff-Partialdrucks auf die Hohe des Sauer- 
stoffverbrauchs war beim Alternaria- wie beim Aspergillus-Enzym 
in Versuchen mit Luft und mit reinem Sauerstoff innerhalb der Fehler- 
grenzen nicht feststellbar. 

Abb. 4 zeigt die pp-Abhangigkeit der Xanthindehydrasewirkung 
in Alternaria- und Aspergillus-Extrakten. Ubereinstimmend wird ein 
px-Optimum beim Neutralpunkt und starker Wirkungsabfall auf der 
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alkalischen, schwacherer auf der sauren Seite festgestellt. Ganz ahnliche 
Aktivitits-pg-Kurven waren frither fiir die Alternaria-Uricase erhalten 
worden [vgl. Abb. 7 der I. Mitteilung (FRaANKE, TAHA u. Krige, 1952)]. 


3. Hemmungsversuche. 

Eine Reihe typischer Fermentinhibitoren (Schwermetallkomplex- 

bildner, Narkotica, Jodessigsiure, Natriumfluorid) wurde in ihrem Ver- 

halten gegenitber dem Ferment aus Alt. tenwis und aus Asp. fumigatus 
orientierend geprift. Tab. 5 enthilt das Ergebnis dieser Versuche. 


Tabelle 5. Hinwirkung von Fermentinhibitoren auf die Xanthindehydrase von Schim- 
melpilzen. Normalansatze mit 2 ml Extrakt. Hemmung (in %) aus der O,-Aufnahme 
nach 30 min berechnet (— bedeutet nicht untersucht). 


| % Hemmung 


bs mae aang Alt. tenuis VII Asp. fumigatus 26 

RON. hott m/1000 23 10 

m/500 29 | 20 
Nags tee eae m/500 | 18 10 
NaN pee ene acta m/500 20 | 15 
NEON a eee m/500 | a | 10 

m/200 | 24 | = 
Nios et re m/200 | 25 | = 
Phenylurethan. . . m/200 | 38 50 
Phenylharnstoff . . m/200 — | 16 
Na-Jodacetat .. . m/500 | = / 50 

m/200 36 — 
Naitburtivast) (asec m/25 — 5 


Im groBen ganzen sind die beobachteten Hemmungen wenig charakteri- 
stisch; sie liegen im allgemeinen noch unter den friiher (FRANKE, TAHA 
u. KrieG, 1952; FRANKE u. Krrea, 1952) bei der Pilzuricase gefundenen. 


Lediglich Phenylurethan und Jodessigsiure zeigen einen etwas deutlicheren 
Hemmungseffekt. Ersterer ist insofern auffillig, als sich das tierische Ferment als 
wenig empfindlich gegen Narkotica erwies (SEN, 1931); letzterer reicht nicht aus, 
um das Pilzferment unter die t y pischen Sulfhydrylfermente einzureihen [zu denen 
auch das tierische Ferment nicht zu gehéren scheint (MackwortH 1948; MAcKLER, 
Mauer u. GREEN 1954)]. 


Die tierische Xanthindehydrase ist bekanntlich ein Flavinferment 
(Bax, 1939) von gleichfalls wenig ausgepriigter Hemmbarkeit (vgl. z. B. 
Larpy, 1949). Die obigen Versuche sprechen nicht gegen eine gleich- 
artige Natur des Pflanzenferments. Spiitere Versuche (iiber Hydro- 
peroxydbildung, 8. 77) weisen in die gleiche Richtung. 


4. Spezifitét der Enzymwirkung von Extrakten. 
Zahlreiche griindliche Untersuchungen haben erwiesen, da das tie- 
rische (Milch-)Ferment (ScHARDINGER-Enzym) eine ausgesprochene 
Doppelspezifitét gegeniiber Oxypurinen und Aldehyden besitzt. (Drxon 
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u. THURLOW, 1924; Boorn, 1935, 1938; Drxon, 1938). Wir haben daher 
auch unsere Mycelextrakte auf die Fahigkeit zur Aldehydoxydation 
gepruft und positive Ergebnisse erhalten, wie zwei Versuchsreihen an Ale. 
tenuis und Asp. fumigatus belegen (Tab. 6). 

Die Konzentration der aromatischen Aldehyde wurde mafig, die der aliphatischen 
starker gegentiber dem Normalansatz erhéht, entsprechend der beim ScuaRDIN- 

-GER-Enzym in diesen Fallen nachgewiesenen verringerten Substrataffinitat (Wr- 

LAND u. ROSENFELD, 1930; WirLanp u. Macran, 1930; Boorta, 1938). Bei den 
aromatischen Aldehyden waren der Konzentrationssteigerung allerdings durch die 
Léslichkeit Grenzen gezogen. 

Im Versuch mit Asp. fumigatus lief eine Kontrollreihe mit gekochtem Enzym mit, 
um das AusmaB der nichtenzymatischen Aldehydautoxydation abschatzen zu koénnen. 

Die Tabelle enthalt auch Angaben iiber die Sauerstoffaufnahme durch 
Adenin. Sie ist, wie auch in anderen Versuchen bestatigt wurde, der- 
jenigen des Xanthins entweder unterlegen oder bestenfalls gleich. 


Tabelle 6. Sauwerstoffaufnahmen von Xanthin, Adenin und Aldehyden in Gegenwart 
von M ycelextrakten. 
Ansatze mit 2 ml Enzymlésung. O,-Aufnahmen in wl. 


Substrat : _  |Acetalde- | Butyr- Salicyl- ; 
; (Konz.) — Xanthin | Adenin hyd aldehyd aldehyd | Piperonal 
Zeit ae (m/250) (m/250) (m/50) (m/50) (m/100) (m/150) 
(min) is 
a) Alt. tenwis VIT 

15 Pee aes 52 70 46 54 57 

30 15 135 85 103 wo 73 86 

45 19 170 105 126 103 86 111 

60 23 200 120 | 1538 130 92 142 

b) Asp. fumigatus 26 

15 0 59 64 75 61 39 55 

30 3 78 85 102 86 53 77 

45 6 91 90 112 96 71 91 

60 ll 104 102 116 105 75 99 

90 19 139 135 126 115 18> 102 

mit gekochtem Enzym : 
90 Be es Pes 18 10 | 14 


Die Anfangsgeschwindigkeit der Aldehydoxydation ist mit derjenigen 
der Purine durchaus vergleichbar; auffallend ist jedoch das starke 
Zuriickbleiben der Aldehyde in den spiteren Reaktionsphasen, besonders 
ausgepragt beim Salicylaldehyd. 

Beim ScHaRDINGER-Enzym der Milch haben schon Wretanp u. Mitarbeiter (1930) 
festgestellt, daB es bei der Aldehydoxydation starker geschadigt wird als bei der 
Purinoxydation. Sie denken — neben der in jedem Falle eintretenden H,O,-Bildung 
(vgl. S. 77) — an Persaurebildung aus Aldehyden. 

Natiirlich ist durch unsere Versuche die Identitat von Xanthin- und 
Aldehyddehydrase noch nicht bewiesen. Der exakte Nachweis [der auch 
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beim ScHARDINGER-Enzym grofe Schwierigkeiten bereitete (vgl. Drxon, 
1938)], wird zweifellos nicht leicht sein, um so weniger, als — nach Er- 
fahrungen bei Hefe (Biack 1951; SEEGMILLER 1953) und héheren 
P flanzen!— auch mit dem Vorkommen besonderer (anaerober) Aldehyd- 
dehydrasen gerechnet werden muB. 

Im Fall der Adeninoxydation war zu entscheiden, ob sie erst nach 
vorausgegangener hydrolytischer Desaminierung erfolgt (was an sich 
wahrscheinlich war? #) oder direkt (zu 2,8-Dioxyadenin, was beim 
Milchferment, wenn auch langsam, méglich ist [KLENow, 1951]). Wir 
haben bei Asp. fumigatus durch einige Ammoniakbestimmungen 
Anhaltspunkte fiir die Entscheidung zu erlangen versucht. In Tab. 7 sind 
in den ersten drei Reihen Sauerstoffaufnahme und Ammoniakbildung 
nach 2 Std in Ansitzen ohne und mit Adenin verzeichnet. Wie ersichtlich, 
entspricht die Ammoniakbildung gréBenordnungsmaBig der Sauerstoff- 
aufnahme, was grundsatzlich fiir hydrolytische Desaminierung spricht. 


Tabelle 7. Sawerstoffaufnahme und Ammoniakbildung bei der Adeninoxydation durch 
Asp. fumigatus-Extrakt. Normalansitze mit 2 ml Enzymlésung. Versuchsdauer 


2 Stunden. 

ohne Adenin mit Adenin Differenz 
ul Oy 54 116 62 
mg NH, 0,048 0,102 0,054 
entspr. ul NH, 63 135 72 
fiir NH,/O = 1 = = 124 
fiir NH,/O = 0,5 a | = | 62 
fiir NH,/O = 0,33 | we | a ) 49 


Eine quantitative Interpretation der Daten ist insofern schwierig, als das Haupt- 
reaktionsprodukt der Adeninoxydation nicht bekannt ist. In den letzten drei Reihen 
ist die aus dem (um die Leeratmung korrigierten) Sauerstoffverbrauch errechnete 
Ammoniakbildung fiir die Entstehung von resp. Xanthin, Harnsaure und Allantoin 
angegeben. Die tatsichlich gefundene Ammoniakmenge liegt dem mittleren Wert 
am nachsten, was fiir eine (in Anbetracht der Enzymschidigung plausible) unvoll- 
stiindige Oxydation des Adenins spricht. 

In anaeroben Ansiatzen mit 2 ml Alt. tenwis-Extrakt (in THuNBERG-Roéhrchen) 
wurde ferner der zeitliche Gang der Ammoniakbildung verfolgt. Nach Abzug des 
Leerwerts (0,01 mg) wurden gefunden nach 
min 15 30 60 120 
mg NH, 0,01 0,02 0,04 0,06 
(Bei vollstandiger Desaminierung der eingesetzten Adeninmenge [1/50 mMol] 
kénnten 0,34 mg NH, entstehen.) Leider wurde versiumt, mit dem gleichen Enzym 
einen aeroben Versuch durchzufiihren. Immerhin scheint nach einem Vergleich 


1 Vergl. FRANKE u. SCHUMANN (1942); dort die altere Literatur. 

* Zum Vorkommen einer Adenosindesaminase in Schimmelpilzen, vgl. Mrrone 
u. McEuroy (1946). 

3 Vgl. die Verhaltnisse bei Ps. aeruginosa 
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mit dem Versuch der Tab. 7 die (an sich nicht sehr intensive) Adenasewirkung aus- 


zureichen, um eine Adeninoxydation tiber Hypoxanthin méglich und wahrscheinlich 
zu machen}, 


5. Zur Dehydrasenatur des Enzyms. 

Wenngleich die Versuche der Tab.5 mit Schwermetallkomplex- 
bildnern eine Oxydasenatur unseres Ferments ausschlossen, war doch 
andrerseits seine wahrscheinliche Dehydrasenatur durch die bisherigen 
aeroben Versuche noch nicht einwandfrei belegt. Dies geschah nach dem 
friiher bei der Uricase angewandten Verfahren (FRANKE, TAHA u. Krrea, 
1952; FRANKE u. Krisa, 1952), einmal durch den Nachweis von Hydro- 
peroxyd in Sauerstoffansitzen, in denen die Katalase der Extrakte 
durch Hydroxylamin vergiftet worden war, zum anderen durch den 
Nachweis einer Ersetzbarkeit des Sauerstoffs durch Acceptorfarb- 
stoffe (Methylenblau, 2,6-Dichlorphenol-indophenol). 

Tab. 8 enthalt das Ergebnis einiger mit Hydroxylaminzusatz durch- 
gefuhrter Versuche, in denen nach 90 bzw. nach 15 und 90 min das 
gebildete Hydroperoxyd jodometrisch bestimmt wurde. Nach der Glei- 
chung XH, + O, = X + H,0, entsprechen theoretisch 112 yl O, 
1,0 ml n/100-H,O, (bzw. -Na,S,O,). 


Tabelle 8. Hydroperoxydbildung bei der Xanthindehydrierung durch Aspergillus- 
Enzym in Gegenwart von Hydroxylamin. Normalansaitze mit jeweils 2 ml Extrakt. 


10, (am 
Pilzart yaa Zeit (min) yl Os ueeralmang es Gate git ee 
Asp. fumigatus 26 m/500 90 84 75 0,11 16 
Asp. niger 15 m/500 90 309 217 1,13 58 
Asp. niger 15 m/250 15 54 51 0,40 88 
Asp. niger 15 m/250 90 160 150 0,80 60 


Die Hydroperoxydausbeuten in den beiden (zu verschiedenen Zeiten 
ausgefiihrten und nicht direkt miteinander vergleichbaren) Versuchs- 
paaren mit verschiedener Hydroxylaminkonzentration liegen durchaus 
in dem friiher bei der Uricase festgestellten Bereich. Auch die pflanzliche 
Xanthindehydrase ist demnach genau wie die tierische, fiir die der 
Nachweis von WIELAND u. Mitarb. (1930) exakt erbracht wurde, eine 
typische Aerodehydrase. 

Die Ersetzbarkeit des Sauerstoffs durch Farbstoffacceptoren be- 
legen die nach der THunperG-Methodik durchgefiihrten Versuche der 
Tab. 9. Zum Vergleich liefen auch Ansatze mit Harnsiure und Aldehyden 
(Konzentration wie in Tab. 6) mit. 

1 Tn einer vorlaufigen Mitteilung (Vortragsreferat) von W. Franke (1953 b) war 
auf Grund der ,,minimalen“« Adenasewirkung von Alt. tenuis vermutet worden, daB 
die Adeninoxydation ,,offenbar direkt ohne vorausgehende hydrolytische Desami- 


nierung“ erfolge. Es war seinerzeit iibersehen worden, daB die Messung der O,-Auf- 
nahme noch keinen eindeutigen Schlu8 auf die GréBe des Adeninschwunds erlaubt. 


78 4§.-E. M. Tana, L. Srorck-Kriec, W. FRaNKE: Purinoxydierende Fermente. 


Tabelle 9. Anaerobe Acceptorversuche mit Alt. tenuis-Extrakt. Normalansatze mit 1 ml 
Extrakt (9 mg Trockengew.) und m/40000-Methylenblau bzw. m/27 000-2,6-Dichlor- 
phenol-indophenol; Substratkonzentrationen wie Tab. 6. 


ey Entfiirbungszeit ¢ (min) 
ae : fe : P Acet- Butyr- 
mehity ee a —_ ieee Xanthin | Adenin aldehyde aided 
Methylenblau | > 600 i00 120 | 120 60 | 60 
Dichlorphenol-indophenol | > 600 90 804 if 4-60 — —_— 
Zusammenfassung. 
In einer Reihe von Schimmelpilzen — und damit (von Bakterien 
abgesehen) erstmals eindeutig in pflanzlichen Organismen — wurde 


neben Uricase auch eine Xanthindehydrase nachgewiesen. Nach den 
vorliegenden orientierenden Versuchen scheint sie allerdings weniger 
verbreitet, weniger aktiv und labiler zu sein als die Uricase. 
Eigenschaften, Hemmbarkeit und Kinetik des Ferments wurden naher — 
untersucht. Die Mycelextrakte besitzen auch das Vermégen zur Oxy- 
dation von Adenin (wahrscheinlich nach vorausgegan gener hydrolytischer 
Desaminierung) und von Aldehyden; anscheinend kehrt die Doppel- 
spezifitat des tierischen Ferments beim Pilzferment wieder, was aller- 
dings noch exakt zu beweisen ware. Auch im Verhalten gegeniiber — 
Inhibitoren und Farbstoffacceptoren sowie in der aeroben Hydroper- 
oxydbildung ahnelt die pflanzliche Xanthindehydrase der tierischen 
(SCHARDINGER-Enzym); vermutlich ist sie ebenfalls ein Flavinferment. 


Der Deutschen Forschungsgemeinschaft danken wir fiir die finanzielle 
Foérderung der vorliegenden Untersuchung. 
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Die Kultivierung von Bodenpilzen 
auf bodenihnlichen Substraten. 


Von 
K. H. DomscuH. 


Mit 3 Textabbildungen. 
(Hingegangen am 11. Juni 1955.) 


Untersuchungen an mikroskopischen Bodenpilzen werden im allge- 
meinen in kiinstlicher Kultur auf festem oder fliissigem Substrat durch- 
gefiihrt. Daneben gibt es einige mit sehr unterschiedlicher Methodik 
angestellte Versuche, die Verbreitung und das Wachstum von Boden- 
pilzen entweder am natiirlichen Standort zu bestimmen (ALEXANDER u. 
JACKSON 1954; CHESTERS 1948; Cuinn 1953; Haartov u. WeEIS-FocH 
1953; Legge 1952; La ToucHE 1948; Warcup 1950 u. a. m.)! oder Pilze 
in ihrem nattirlichen Substrat zu kultivieren (BAKERSPIGEL 1953; 
Evans 1954; Garrett 1936; Hessayon 1953; Lixais 1952; Merepiru 
1941; Miutuer 1925; Sanrorp 1938; ScHarrnit u. MEYER-HERMANN 
1930; WINTER 1947 u. a. m.). Die vorliegende Arbeit gibt einige Hinweise 
fiir die Herstellung von bodenahnlichen Kultursubstraten, die sich zur 
Klarung bodenmykologischer Fragen bereits bewahrt haben. 


Material und allgemeine Methoden. 


Bodenpilze. Die Untersuchungen wurden in der Hauptsache mit Rhizoctonia 
solani durchgefiihrt. Weiterhin wurden einige aus Komposterde isolierte Pilze 
herangezogen. Vorkultur der Pilze a) auf Malzagar (2% Malzextrakt, 2% Agar), 
b) auf Wasseragar (2% Agar). Alle Versuche wurden bei 25° C im Brutraum auf- 
gestellt, sofern nicht anders angegeben. 

Erdarten. Zur Herstellung der Substrate wurden verwendet: Torfmull (sauer), 
gewaschener Seesand (frei von organischen Bestandteilen, KorngréBe 0,2—0,5 mm), 
Einheitserde (E), Rasenerde, Lauberde, Misterde und Komposterde. Die Erden und 
der Torf wurden vor Gebrauch gesiebt (2 mm Maschenweite). 

KulturgefaBe. Fiir alle Versuche wurden Petri-Schalen verwendet. Diinn- 
wandige Schalen bzw. Schalen aus Jenaer Glas sind gepreBiten Schalen wegen der 
Spannungen, die beim Sterilisieren auftreten, vorzuziehen. Es ist zweckmabig, die 
Schalen mit Glastinte zu nummerieren und im tibrigen auf jede weitere Beschriftung 
der Schalen zu verzichten. 

Feuchtigkeit. Die Feuchtigkeit des Substrates wurde auf 60—70% der 
maximalen Wasserkapazitat (MWK) des zu untersuchenden Bodens eingestellt. 
Ein gréBerer Vorrat des so eingestellten Bodens wurde bei 5° C gut abgedeckt 


Erie Altere Literatur wurde von Brarr (1945) zusammengestellt. 
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aufbewahrt. Da der Einstellung auf eine bestimmte Wasserkapazitat (WK) die — 


Bestimmung des MWK und der WK des natiirlichen, unbehandelten Bodens voraus- 
gehen muB, ist der Aufwand an vorbereitenden Handgriffen relativ groB. Bei Sand 
und Torf vereinfacht sich das Verfahren. Man arbeitet hier zweckmaBig mit luft- 
trockenem Material, dem eine errechnete Menge Wasser beim Bereiten der Sub- 
strate zugegeben wird (siehe unten). 


Abfiillen. Das vorbereitete Substrat wurde in Petri-Schalen eingewogen. Die 
Menge der Einwaage richtet sich nach dem spezifischen Gewicht des Bodens. Sie 
betrug in den Versuchen nicht weniger als 15g und nicht mehr als 50g. Das Sub- 
strat wurde nach dem Einfiillen unter schwachem Andriicken gleichmaBig in der 
Schale verteilt. 


Sterilisieren. Die gefiillten Schalen wurden in geschlossenen Petri-Schalen- 


tragern bei 1,5 atii partiell sterilisiert. Dabei trat ein durchschnittlicher Wasser- 
verlust von etwa 1,5 cm je Schale auf, der nétigenfalls mit sterilem Wasser wieder 
aufgefiillt wurde. Hierfiir ist die Wagung der Schalen vor und nach dem Sterilisieren 
notwendig. Im allgemeinen fallt der Wasserverlust nicht ins Gewicht (siehe unten) 
und kann vernachlassigt werden. 


Beimpfen. Aus Agarkulturen in Petri-Schalen wurden mit einem Korkbohrer 


Scheiben gleicher Dicke ausgestanzt, die zum Beimpfen der Erdschalen dienten. 
Das Inoculum fiir ernihrungsphysiologische Versuche wurde auf Wasseragar vor- 
kultiviert?. 


Auswertung. Als MaB fiir das Wachstum des Pilzes unter verschiedenen — 


Bodenbedingungen diente die Entwicklung der Pilzkolonie®. Die entsprechenden 


Messungen sind auf den Erdschalen teilweise erschwert. Folgendes Verfahren erwies 
sich als brauchbar: Einlegen eines Kreuzes aus diinnem Draht (mit 3 oder mehr 
Balken) in die Schale, Messung von 3 oder mehr Koloniedurchmessern mit der 
Schublehre direkt oder nach Markierung des unter der Lupe festgestellten Kolonie- 
randes. Fiir jede Versuchsbedingung wurden im allgemeinen nicht mehr als 5 Wieder- 
holungen angesetzt. Die GleichmaBigkeit des Wachstums und damit die Streuung 
der Mittelwerte sind in gleicher Weise vom Substrat wie vom Pilz abhingig. Alle 
Versuche kénnen, wenn erforderlich, ohne erheblichen Materialaufwand statistisch 
gesichert werden. Zur besseren Ubersicht wurden die héchsten Wachstumswerte = 
100 gesetzt und der Rest entsprechend umgerechnet. 


Versuche. 
Allgemeines. 


Kin Vergleich des Pilzwachstums auf einem bodenihnlichen Substrat 
mit dem auf Agar und in Fliissigkeitskulturen unter verschiedenen 
Temperaturbedingungen zeigt, da das Koloniewachstum in Erd- und 
Agarschalen fast in der gleichen Geschwindigkeit verliuft, und daB auch 
das Mycelgewicht der Fliissigkeitskulturen gut vergleichbare Werte er- 
gibt (Abb. 1). Ein wesentlicher Unterschied besteht allerdings darin, 


‘Ks scheint fiir die Beurteilung bodenmykologischer Fragen in bestimmten 
Fallen nicht gleichgiiltig zu sein, ob der Boden mit Sporen oder einem Mycelstiick 
beimpft wird. Die entsprechenden Mitteilungen von Doxss u. Hinson (1953) und 
von HEssaYon (1953), sowie die Untersuchungen von CHINN (1953) verdienen hier 
besondere Erwaihnung. Kigene Versuche in dieser Richtung wurden nicht angestellt. 

® Siehe hierzu die vergleichende Untersuchung von BRaNcaATO u. GOLDING (1953). 


= lg atime 


t 
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dafi das Erdsubstrat bei hohen Temperaturen schneller austrocknet als 
der Agar und damit das Wachstum fast véllig eingestellt wird. In dem 
hier dargestellten Versuch (Abb. 1) wurde die Feuchtigkeit unter allen 
Temperaturbedingungen konstant gehalten. In vielen Fallen ist in den 
Erdschalen das Luftmycel relativ schwacher ausgebildet als auf Agar; 
aber auch die umgekehrte Erscheinung wurde beobachtet. Ebenfalls cv 
Rhizoctonia solani wurde der Einflu8 der Bodenfeuchtigkeit auf das 
Wachstum untersucht. Von 25% relativer WK (RWK) bis zur MWK 
waren die Unterschiede uner- 


heblich. Bei 7,5 °% RWK wurde 
die Wachstumsgeschwindigkeit seat fo 
gegentiber 259% RWK um die 5 
Halfte herabgesetzt, sie betrug § ,., s 
. . > 2 
im Mittel aber noch immer E 
7 mm/24 h. pas 
SS 100 2 
= eS 
Torfsubstrate. ie 
Substrate ohne Zusdtze. 
ou 
: ; 0 EO BET ED TG 
Zur Kultur von Rhizoctonia Temperatur 


Ean ; , ‘ : 
ant erwies sich ein nach fol Abb. 1. Wachstum von Rhizoctonia solani bei ver- 
gendem Verfahren hergestelltes  schiedener Temperatur auf Agar (4 ), in Erde (e) 
Substrat als geeigne L und in Fliissigkeitskultur (0). 

20 g lufttrockener Torf werden in einen 500 cm’ Erlenmeyer-Kolben eingewogen 
und 25 cm’ NaOH (n/1) und 75 cm? Leitungswasser hinzugefiigt. Dabei sind alle 
fliissigen Bestandteile zu mischen, bevor sie den festen zugegeben werden. Dann 
aufkochen, bzw. kurz sterilisieren (Quellung des Torfes), Inhalt des Kolbens in 
eine flache Schale ausleeren, gut durchmischen, in Petri-Schalen je 15 g ein- 
wiegen, glitten und Schalen sterilisieren. Die Reaktion des Substrates liegt in 
diesem Falle nach der 2. Sterilisation bei px 6,5. . 

Die bei Agar hiufigen Qualitatsunterschiede konnen bei Torfmull noch 
wesentlich gréfer sein. Die hier wiedergegebenen Vorschlage miissen also 
mdglicherweise je nach vorliegendem Material und Bedarf abgewandelt 
werden. 

Substrate mit Zusdtzen. 


Das Torfsubstrat kann durch Glucose- und Peptonzusitze, die im 
zuzusetzenden Wasser gelost werden, fiir Rhizoctonia solani nicht bzw. 
kaum verbessert werden (Tab. 1). 


Anderung der Bodenreaktion. 


Fiir Rhizoctonia solani und Pythium debaryanum wurden die fir 
optimales Wachstum auf Torf notwendigen Bodenreaktionen und die 


Bedingungen fiir eine reproduzierbare Verschiebung der cH ermittelt. 
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Tabelle 1. HinfluB von Glucose- und Peptonzusitzen zu Torfsubstraten auf das 
Wachstum von Rhizoctonia solani. 


% PH nach der Relatives % Relatives 

Glucose 2. Sterilisation Wachstum? Pepton Wachstum* 
Sa ne Ee! 
0 6,5 98 + 5,7 0 88 + 4,9 
0,05 6,5 98 + 2,2 i! 100 + 1,8 
0,1 6,4 100 + 8,4 2 90 + 1,8 
0,5 6,3 98 + 7,1 5 88 + 0,9 
1,0 6,1 82+1,1 10 90 + 0,9 
5,0 5,6 34 + 0,9 


1 Mittelwerte und deren mittlere Abweichung aus jeweils 5 Versuchsgliedern. 


Die Ergebnisse sind in Tab. 2 zusammengefaBt. Sorgfaltiges Durch- 
mischen der Proben ist bei den Torfsubstraten besonders wichtig. Zu 
beachten ist das Absinken der pq-Werte bei der 2. Sterilisation. Das 
Wachstum der Pilze auf Boden verschiedener Wasserstoffionenkonzen- 
tration entsprach der Erwartung. 


Tabelle 2. Zusammensetzung des Torfsubstrates fiir das Wachstum von Rhizoctonia 
solani und Pythium debaryanum bei verschiedener cH. 


luft an teed Tort PH- Wert nach Relatives Wachstum * 
n/1 ° ° ‘ , : 
Bot rao bois Bterilisation sishitieation catia ha yep ces 
6 94 1,8 1,7 0 
3 97 2,5 2,3 4+ 1,0 
0 100 3,7 3,7 35+ 1,0 

6 94 5,1 4,9 56+ 0,9 0 
12 88 6,1 5,7 dl oe Les 5 + 0,2 
18 82 6,5 6,2 83+ 3,1 71 + 6,4 
24 76 6,9 6,5 90+ 7,8 100 + 4,5 
27 73 7,2 6,7 100 + 10,1 
30 70 7,6 (AU 75+ 2,8 90 + 3,3 
33 67 7,8 7,3 61 + 14,4 
36 64 8,3 7,6 27+ 3,9 74 + 5,2 
42 58 8,5 8,1 15 + 3,7 57 + 4,5 
48 52 9,0 8,4 ll+ 0,9 29 + 2,7 


* Mittelwerte und deren mittlere Abweichung aus jeweils 4 Versuchsgliedern. 


Sandsubstrate. 
Sand mit Zusdtzen. 

Tab. 3 gibt eine Ubersicht itber das Wachstum von Rhizoctonia solani 
auf Sand, der mit verschiedenen Nahrlésungen versetzt worden war. Bei 
diesen Versuchen wurden in jede Schale 40 g trockener Sand eingewogen 
und 7cm*® (=70% RWK) der entsprechend konzentrierten Zusatz- 


losungen hinzugefiigt. Das Substrat wurde in diesem Falle in der Petri- 
Schale durchgemischt. 
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Malzextrakt mit Peptonzusatz erwies sich als sehr giinstig; bereits 
nach 2 Tagen war bei 25° C die gesamte Platte iiberwachsen. Bei einer 
Versuchsreihe mit 1, 2, 4 und 10% Malzextrakt stieg zwar die Dichte des 
Mycels mit steigender Nahrstoffkonzentration, aber die Wachstums- 
geschwindigkeit war bei 10% wieder stark herabgesetzt. Glucosezusatz 
zum Sand allein oder auch Sand und Bodenauszug ohne weitere Nihr- 
stoffe sind fiir Rhizoctonia solani ungeeignet. 


Tabelle 3. Wachstum von Rhizoctonia solani auf Sand mit verschiedenen Zusdtzen. 


Zusatz DH- Wert Relatives Wachstum* 
Glucose'b% +- Pepton 0,5% 2. . si. .4 . Dyi 53 + 0,3 
Glucose 59% -++ Pepton 0,5% + Boden- 

EXPRTANE DADE 5 tigen ene So eens) ORAS 5,7 53 + 0,7 
Malzextrakt 4% + Pepton0,5% ...... 5,7 100 + 0,8 
Glucose 2% + Kartoffelwasser 309%... . . 6,0 85 + 0,2 
Nahrlésung nach CzaPpEK-Dox ...:... 6,0 62 + 0,6 
Nahbrlésung nach CzapEK-THOM. ...... 6,0 62 + 1,8 


1 Mittelwerte und deren mittlere Abweichung aus jeweils 5 Versuchsgliedern. 


Anderung der Bodenreaktion. 


Zur Einstellung verschiedener pq-Werte im Sand eignete sich ein 
Phosphat-Citronensiure-Puffer. Tab. 4 enthalt einige Kombinations- 
moglichkeiten. 


Tabelle 4. Zusammensetzung eines Phosphat-Citronensdure-Puffers fiir evn 
Sandsubstrat. Wachstum von Rhizoctonia solani bei verschiedener cH. 


Pagan: atic a pu- Wert Relatives Wachstum? 
0 20 4,1 26 + 1,6 
4 16 4,7 44 + 0,4 
8 12 5,9 75 + 0,9 
10 10 6,5 100 + 0,9 
12 8 6,7 100 + 2,4 
16 4 7,2 85 + 6,9 
20 0 7,4 48 + 9,1 


1 Je px-Stufe fiir 200 g trockenen Sand, der bereits mit je 20 cm*® einer 8% igen 


Malzextraktlésung versetzt worden war. 
2 Mittelwerte und deren mittlere Abweichung aus jeweils 4 Versuchsgliedern. 


Sand] Torfgemische. 


Sand und Torf haben véllig entgegengesetzte physikalische Higen- 
schaften. Werden beide Substanzen gemischt, so erhilt man in ver- 
schiedenem Verhiiltnis bodenahnliche Substrate in allen Ubergangsstufen. 


Um in allen Gemischen gleichen Nahrstoffspiegel und annahernd gleiche 
6* 
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Bodenreaktionen zu erhalten, ist eine sorgfaltige Berechnung der Sub- 
stratzusammensetzung notwendig. In Tab. 5 ist ein Beispiel hierfiir 
gegeben. 


Tabelle 5. 
Zusammensetzung verschiedener Torf/Sandgemische fiir ein gleichmapiges Pilzwachstum. 


Teed] ge] ome sana ome Waseem aae | Geeaut | © Maeael! | Antaneron 
10/0 300 0 153 26 31 20 5,6 
7/3 210 90 139 31 28 28 5,6 
3/7 90 210 76 31 9 35 5,4 
2/8 60 240 40 40 6 35 5,5 
1/9 30 270 27 43 3 37 5,7 
0/10 0 300 22 45 0 40 6,2 


Das Wachstum von Rhizoctonia solani war auf diesen Bodengemischen, 
die auf etwa 70% RWK eingestellt waren, mit ganz geringen Schwan- 
kungen gleichmaBig. Messungen wurden hier nicht durchgefihrt. Zur 
allgemeinen Orientierung sind in Abb.2 die in 2 Versuchen ermittelten 
maximalen Wasserkapazitaten 
der Sand/Torfgemische aufge- 
tragen. 


Gartnerische Erden. 


In gleicher Weise wie in 
den bisherigen Versuchen wur- 
den verschiedene giirtnerische 
Erden als Substrate verwen- 
det. Torf (ohne Zusitze) und 


a ? aa Sand mit Malzextrakt liefen 
10/0 9/1 7/3 7 8 19 Of . . fs 
. , TortiSend=Comiaen zum Vergleich in diesem Ver- 
Abb. 2, Maximale Wasserkapazitit verschiedener such 4 ma Hingestellt wurde 
Torf/Sandgemische. auf eine RWK von etwa 60%. 


Ks ergaben sich die in Tab. 6 
zusammengestellten Werte fiir das Wachstum von Rhizoctonia solani. 
Die Auswertung erfolgte bereits am 2. Tage nach dem Beimpfen. Spi- 
testens am 6.'Tage war in allen Schalen das gesamte Substrat tiberwachsen. 


Aus der verwendeten Komposterde wurden eine groBe Anzahl von — 


Pilzen isoliert, an denen gepriift werden sollte, wie sich verschiedene 
Organismen auf dem gleichen Erdsubstrat (Kompost) verhalten. Unter 
den Pilzen wurde eine beliebige Auswahl getroffen, die sich nicht auf 
irgendwelche physiologischen Merkmale stiitzte. Dennoch ergaben sich 
auf dem natiirlichen Substrat erhebliche Unterschiede in der Wachs- 
tumsgeschwindigkeit. Von 12 Pilzen war bei 1 Pilz kein Wachstum, bei 
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3 Pilzen maBiges, bei 6 Pilzen gutes und bei 2 Pilzen sehr gutes Wachstum 
zu messen (90 mm/5d), das aber noch immer geringer war als das von 
Rhizoctonia solani. Bei 3 Pilzen war das Wachstum schlechter als auf 
Agar, 2 Pilze wuchsen auf Komposterde etwas besser, der Rest zeigte 
keine Unterschiede. 


Tabelle 6. Wachstwm von Rhizoctonia solani auf verschiedenen gartnerischen Erden. 
ope es a a ca a iy ld ae ln 


Erdart Pu-Wert | Relatives Wachstum! 
MISCELO Om are ate Le ee 6,2 100 + 2,6 
SHGh outer og ec 2 eae eee eee Bee ee 5,9 100 + 2,2 
ENOMTPOStuteet es ber er) | Me ees comes hy 6,3 96 + 2,2 
PUEUSOTerdowwmrtt ie biti. BRL. bo. bt ys 6,2 75 + 8,2 
NOE pene: Stee RESR hee aie gee - 5,6 65 + 3,8 
Minheitserde* has; hme. sted belay oe 4,1 39 + 1,8 
eaiberde mes te wee iene 4,2 25 + 2.8 


1 Mittelwerte und deren mittlere Abweichung aus 5 Versuchsgliedern. 


Besprechung der Ergebnisse. 


Die hier mitgeteilten Methoden der Pilzkultivierung wurden ausgearbei- 
tet, um das Verhalten von parasitischen Bodenpilzen in einer annihernd 
natiirlichen Umgebung studieren und vor allem mit einwandfreien 
Messungen belegen zu kénnen. Die wesentliche Bedeutung liegt einmal 
in der Erfassung eines Teiles der dem Boden eigenen physikalischen 
Higenschaften, die allerdings noch erheblich variiert werden k6nnten 
(Anderung des Porenvolumens, Zusitze von Ton u. a. m.), und die wie im 
Falle der Sand/Torfgemische exakt kontrollierbar sind. Chemisch lassen 
sich auch die natiirlichen Béden durch eine Analyse ihrer anorganischen 
Bestandteile genau charakterisieren, wobei jedoch die beim Sterilisieren 
eintretenden Veranderungen, vor allem der organischen Stoffe, nicht 
tibersehen werden diirfen (BUNT u. Rovira 1954, WALKER u. THOMPSON 
1949). Unberiicksichtigt bleiben bei der hier beschriebenen Arbeitsweise 
die mannigfaltigen Wechselbeziehungen der Mikroflora, da sowohl die 
Organismen als auch zum grofen Teil die ausgeschiedenen Stoffwechsel- 
produkte bei der Sterilisation des natiirlichen Bodens beseitigt bzw. 
verindert werden. Wenn wir aber je den Versuch machen, die sich heute 
mehrenden Erkenntnisse tiber Antagonisten- oder Synergistenpaare, 
iiber die Ausscheidung von férdernden oder hemmenden Stoffen, tiber 

Pathogenitatsverschiebungen u. a.m. zu einem Gesamtbild stufenweise 
zusammenzufassen, dann wird es nétig sein, ein Milieu zu wahlen, das 
ein HéchstmaB an bodenahnlichen Komponenten enthalt. 

Aus der Fiille der Anwendungsbereiche seien zum Schlu8 2 Beispiele 
angefihrt, die in geeigneter Weise die Méglichkeiten zusammenfassen, die 
in der Verwendung von bodenahnlichen Kultursubstraten liegen (Abb. 3). 
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Antagonismen zwischen Bakterien und Pilzen und umgekehrt haben 
nur dann eine ékologische Bedeutung, wenn sie auch unter annéhernd 
natiirlichen Bedingungen nachgewiesen werden kénnen. Das vollige Aus- 
bleiben jeglicher Antibiose auf der Komposterde durch den direkten oder 
indirekten Einflu8 der Bodenfaktoren liefert einen Hinweis dafiir, mit 
welcher Vorsicht die Deutung von Kulturergebnissen vorgenommen wer- 
den muB, die auf ,,klassischen‘‘ Substraten gewonnen wurden. 


Agar 2% Sand Sand/Torf 1:1 Kompost 


Abb. 3. Die Abhingigkeit antibiotischer Wirkungen vom Kultursubstrat. Zeichenerklirung: o Bak- 
terien-Impfstelle; @ Pilz-Impfstelle; punktierte Felder: Bakterienwachstum; gestrichelte Felder: 
Pilzwachstum; helle Felder: Wirkungsfeld des Antagonisten. Erste und zweite waagerechte Reihe: 
Antagonismus zwischen Bacillus subtilis und Rhizoctonia solani. In der ersten Reihe betrug die Impf- 
menge 1 Tropfen, in der zweiten Reihe 15 Tropfen einer dichten Bakteriensuspension an der Impf- 
stelle; der mit *) bezeichnete Versuch wurde nicht ausgefiihrt, da im Lochtest auf Agar 15 Suspen- 
sionstropfen nicht ausgebracht werden kénnen. Der Pilz wurde in ausgestanzten Scheiben aufgelegt. 
Dritte Reihe: Antagonismus zwischen Penicillium chrysogenum und Bacillus mycoides (aufgespriiht). 
Das Bakterienwachstum wurde nach ,,Entwicklung*‘ mit Triphenyltetrazoliumchlorid (auf Sand) oder 
auf den dunklen Substraten nach Uberschichten mit Agar + TTC bestimmt. 


Zusammenfassung. 


1. Es werden Wachstumsmessungen an Bodenpilzen mit exakten Me- 
thoden und unter kontrollierbaren Bedingungen durchgefiihrt. 

2. Fir Rhizoctonia solani werden Einzelheiten zur Herstellung boden- 
ahnlicher Kultursubstrate unter Beriicksichtigung von Bodenfeuchtig- 
keit, Nahrstoffgehalt, adsorbierenden Bestandteilen und Wasserstoft- 
ionenkonzentration mitgeteilt. 

3. Am Beispiel der Antagonistenpaare: Bacillus subtilis > Rhizoctonia 
solani und Penicillium chrysogenum —- Bacillus mycoides wird gezeigt, 
daB Aussagen tiber die Antibiose von Mikroorganismen auf Agar, Sand, 
einem Sand-Torfgemisch und Komposterde erheblich voneinander ab- 
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weichen, und daB Riickschliisse auf das Verhalten von Bodenpilzen in 
ihrer nattirlichen Umwelt aus Laborversuchen nur dann gezogen werden 
k6nnen, wenn diese einen grofen Teil der wesentlichen Bodenfaktoren 
beriicksichtigen. 
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Observations on the taxonomy of the genus Bacillus. 
By 
V.IvER* and J. V. BHAT*. 
With 4 figures in the text. 
(Hingegangen am 14. Juni 1955.) 


The wealth of information that has accumulated during the last few 
years has matured our knowledge on the taxonomy of the genus Bacillus 
and the revised monograph of Smrru et al. (1952) adequately sums up the 
present position. However, inspite of nearly a decade of research, | 
Smiru and co-workers are in the unenviable position of having to admit 
that their formidable collection still does not contain enough strains to 
give as clear a taxonomic picture as would be desirable. In this paper are 
presented the results of a study carried out on a freshly isolated collection 
of 137 isolates of sporeforming bacilli. This study was conducted princi- 
pally along the lines of Smrru# et al. and puts to a rigorous test their 
suggested key and classification. 


Experimental. 

The composition of media and the methods employed were those re- 
commended by Smirtu et al. (1952) and need no elaboration. The additio- 
nal tests employed by KniaHT and Proom (1950) were also found useful. 
The value of nutritional studies in accepting a system of classification 
was pointed out by Knicgur and Proom (1950) and reiterated again 
recently (1955). The nutritional requirements of our isolates were deter- 
mined by using the basal media of Kniqur and Proom (1950) and the 
rigid precautions that are conventional for such studies. The following 
compounds were studied for their ability to be utilised as sole sources 
of carbon and nitrogen respectively : 

Carbon sources: 


Glucose Formate Oxalate Lactate Ethy] alcohol 
Sucrose Acetate Succinate Malate Glycerol 
Dextrin Butyrate Citrate Mannitol 
Starch Caprylate Tartrate 

Oleate 
Nitrogen sources: 
Ammonium sulphate Potassium nitrate Urea 
Ammonium chloride Sodium nitrite Hippurate 
Ammonium phosphate Aspartate 
Ammonium nitrate Glutamate 

Peptone 


* Present address: Indian Institute of Science, Bangalore 3, India. 
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Sodium salts were used unless otherwise indicated. The various carbon sources 
were separately sterilised and incorporated to give a concentration of 1 per cent 
(w/v) in most cases. Formate, oxalate and benzoate (100 mg / 100 ml) and oleate 
(10 mg / 100 ml) were the exceptions. The nitrogen sources were incorporated after 
sterilisation on the basis of 25 mg of nitrogen per 100 ml of medium. Growth was 
recorded by a visual observation of turbidity upto a period of one week. The 
following arbitrary scale was set up for the purpose: 

— less than 15 Klett Summerson units 
== 15 to 40 ,, a oa 
—— 41to100_ ,, 05 » 
+-++ 101 to 160g, yi Pi 
+ 4+ + over 160 _,, “3 ss 


Results and Discussion. 

The taxonomic treatment of the genus Bacillus in BERGEY’s Manual 
(1948) considers the mesophilic and thermophilic bacilli under separate 
heads. Since then the contributions of GorpoN and Smrru (1949) and 
ALLEN (1953) and an examination of thermophilic bacilli by methods 
described for mesophiles has now made possible an integrated treatment 
of all sporeforming bacilli irrespective of whether they are mesophilic or 
thermophilic. It has even been suggested (ALLEN, 1953; Brtrmorta and 
Buar, 1954) that thermophilic strains of any mesophilic species may 
occur, though the large majority of known thermophilic bacilli appear 
to be related to only a few mesophilic species. The genus in its entirety is 
now primarily divided into three morphological groups based on the 
shape of the spore and its size relative to the vegetative cell. Detailed 
descriptions of the better known species in each morphological group have 
been avoided in this paper and are presented elsewhere (IyER, 1954). 
However, it has been considered worthwhile to present and emphasize 
differences between the pattern of characteristics exhibited by our iso- 
lates and those described by Smrru et al. (1952) for typical strains. 


Morphological group 1. —Sporangia not swollen or when 
swollen, only slightly so. 


Bacillus megaterium. 


Twenty six isolates from our collection exhibited the typical morpho- 
logical features and cultural characteristics of this species. The majority 
of isolates were pigmented on nutrient agar, the colour ranging from 
‘Ivory yellow’ to ‘Prout’s brown’ (Ripe@way, 1912). Pigmentation was 
only slightly enhanced by the addition of l-tyrosine (0.05 per cent) to 
the nutrient agar and the pigment diffused to some extent into the agar 
medium. No pigment developed on the synthetic tyrosine medium of 
Waxksman (1950). On glucose nitrate agar, growth of all 26 isolates was 
very heavy, moist and raised. Other investigators in India (KHAMBATA, 
1954; Surorr, 1953) have reported similar results and this is undoubtedly 
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a valuable medium for the identification of this species. All isolates were 
able to grow to a variable extent in nutrient broth at py 6.0 but at px 5.0 
the growth of 7 isolates was inhibited. Maximum growth temperature 
was in the range of 40° C to 45° C. Physiological tests indicated variation 
in only nitrate reduction and citrate utilization, the characteristics re- 
commended by SmirH et al. (1952) being stable for our isolates. Inorganic 
nitrogen in the form of diammonium hydrogen phosphate was utilised 
by all 26 isolates. The polysaccharides dextrin and starch served as the 
best carbon sources and sucrose initiated a better growth response than 
glucose. LEMOIGNE et al. (1951) in a report on sucrose decomposition by 
soil bacteria have shown colonies of Bac. megaterium to predominate on 
plates of sucrose silica gel medium inoculated with suspensions from a 
number of soils. A majority of the strains utilised glycerol and mannitol, 
while succinate and lactate elicited a slight response from 2 strains. 
Among the nitrogen sources besides ammonium phosphate, peptone and 
aspartate stimulated good growth while urea and glutamate yielded poor 
or variable results. The following may be listed as distinctive character- 
istics of Bac. megatervum: 

1. Morphology and colony characteristics on nutrient agar, glucose nutrient agar 
and soybean agar. 

2. Growth on glucose nitrate agar. 

3. Fermentation in an inorganic basal medium, of glucose, mannitol, arabinose 
and/or xylose. 

4. Negative V. P. test. 


5. Failure to grow in glucose broth under anaerobic conditions. 
6. No egg-yolk reaction. 


Bacillus cereus and varieties. 

Three varieties of the parent strain are now recognized ; the well known 
pathogen Bac. cereus var. anthracis, the colony variant Bac. cereus var. 
mycoides, and the insect pathogen Bac. cereus var. thuringiensis. The 
pathogenic varieties were not represented in our collection of 29 strains. 
The morphological differences between this species and Bac. megaterium 
are meagre but with Bac. cereus there was usually a more pronounced — 
difference between the length and breadth of the vegetative cell, the ends 
of which are not typically rounded off as in Bac. megateriwm. The motility 
of some strains of Bac. cereus and all strains of Bac. cereus var. my- 
coides was peculiarly of a ‘reluctant’ or ‘waddling’ type. Though Smrra 
et al. (1952) report ‘scant or no growth’ for Bac. cereus on glucose nitrate 
agar, this feature in our experience was not sufficiently characteristic of 
this species. Most strains were able to grow in nutrient broth at py 5.0. 
A temperature of 48° C was the limit for this species some strains failing 
to grow even above 40° C. Other morphological, cultural and physio- 
logical characteristics showed no variation from the typical (Smrr# et al., 
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1952). All strains of Bac. cereus in our collection failed to grow in the 
ammonia basal medium with added glucose. When tested in the casein 
basal medium fortified with tryptophane and cystine (KNIGHT and 
Proom, 1950) the best carbon sources were the carbohydrates glucose, 
sucrose, dextrin and starch, particularly the two polysaccharides. Fumar- 
ate and succinate also served as good carbon sources for most strains 
while oxalate, glycerol and mannitol have a slightly stimulatory effect. 
Other carbon sources elicited a poor growth response if at all. The di- 
stinctive characteristics of the species are: 

1. Morphology and growth characteristics on nutrient agar and glucose nutrient 
agar. 

2. Positive V.P. test. 

3. Fermentation of glucose, and not arabinose or xylose in an inorganic basal 
medium. 

4. Positive egg-yolk reaction. 

5. Growth in glucose broth under anaerobiosis. 

6. Inability to utilise diammonium hydrogen phosphate as sole nitrogen source. 


Bacillus subtilis, Bac. subtilis var. aterrimus, Bac. licheniformis, 
Bac. pumilus. 


Bacillus licheniformis (the Ford strain of Bac. subtilis) has only recently 
been accepted as a separate taxonomic species. This species and Bac. 
pumilus are morphologically identical to Bac. subtilis and its varieties. 
Out of 36 isolates in our collection belonging to this group, 27 were iden- 
tified as Bac. subtilis, 1 as Bac. subtilis var. aterrimus, 1 as another pig- 
mented variety of Bac. subtilis, 3 as Bac. licheniformis, and 2 as probable 
subtilis-pumilus intermediates. 

The morphological, cultural and physiological characteristics of these 
species as described by Smrru et al. were in general shared by all our 
isolates and the present classification of this group appears to be satis- 
factory. The occurence of ciliate outgrowths around colonies of Bac. 
licheniformis as mentioned in SmrrH’s monograph was often observed 
but was a character shared by some strains of Bac. subtilis. One strain 
of Bac. subtilis produced a dark brown diffusible pigment on nutrient 
agar. The 3 strains of Bac. licheniformis showed a pink to purple, moist, 
soft growth on soybean agar. The maximum growth temperature was in 
the neighbourhood of 50° C and in some cases as high as 58° C. Inasmuch 
as Bac. licheniformis and Bac. pumilus were poorly represented in our 
collection, only strains of Bac. subtilis and Bac. subtilis var. aterrimus were 
selected for nutritional studies. In a basal medium containig inorganic 
nitrogen, starch and dextrin yielded the best growth response followed by 
glucose and sucrose. Among the nitrogen sources, besides peptone, either 
or both aspartate and glutamate gave a good growth response for most 
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strains. Diammonium hydrogen phosphate also yielded reasonably good 
growth. The distinctive characteristics of this group are: 
1. Morphology and colony character on nutrient agar. (Though colony forms of 


species in this group are extremely variable, they are characteristic and not easily 
confused with those of other species.) 


2. Positive V. P. test. 

3. Fermentation of glucose, arabinose and usually xylose in an inorganic basal 
medium. 

For the further differentiation of the 3 species in this group the tests 
suggested in SMITH’s monograph were found to be reliable. 


Bacillus firmus and Bac. lentus. 

SmirH and co-workers presenting characteristics based on a study of 
19 strains of Bac. firmus and 2 strains of Bac. lentus indicated the ne- 
cessity of a further study of this group. Of the 12 strains in our collection, 
7 were identified as Bac. firmus, 4 as Bac. lentus and 1 as a probable inter- 
mediate. 

Though these 2 species are in morphological group 1, it must be pointed 
out that the central to subcentral oval spore does often impart a slight 
bulge to the sporangium. The 
colony characteristics of our 
isolates do not agree with those 
presented in SMITH’s monograph 
and a further examination of 
fresh strains is indicated. Colonies 
on nutrient agar were generally 
found to be fairly large (2—5 mm), 
smooth, and greyish white, tur- 
ning more opaque and whiter on 
aging, the centre of the colony 
remaining paler and less dense 
than the periphery (see fig. 1). 
The edge of the colony is generally | 
slightly undulating. Two strains 
formed a pink pigment. The 
Vig. 1. Photograph of colonies of Bacillus firmus ‘characteristic’ small smooth 
on nutrient agar illustrating characteristics which i j 
are not consonant with the descriptions in Smith’s round, indistinct colonies de- 

monograph. (Natural size, 2 days old.) seribed by SmitH et al. were 
seldom encountered. Maximum 

growth temperature was between 40°C and 45°C. All our strains exhibited 
the established physiological characteristics. Growth requirements appe- 
ared to be complex since they were not met with for the strains in our collec- 
tion even by the casein basal medium fortified with a vitamin mixture 
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consisting of biotin (1 m wg/ml), folic acid (2 m g/ml), riboflavin (0.1 mg/ 
ml), thiamine, niacin, pyridoxine and Ca-pantothenate (0,5 mg/ml), 
PABA and inositol (0.3 mg/ml). When the vitamin mixture was replaced 
by 0.1 per cent yeast extract, 2 strains showed fair growth while others 
still failed to produce visible turbidity. The characteristics of differential 
value are: 

1. Scant or no growth at px 6.0. 

2. Scant or no growth in glucose nutrient agar, glucose nitrate agar and potato. 

3. Acid production from glucose and not arabinose or xylose in peptone water. 

The differentiation of Bac. firmus from Bac. lentus may be made by the 
2 accepted physiological tests. 


Morphological group 2 — Sporangia swollen by oval spores. 


SMITH’s monograph admits an inadequate representation of these 
species. The characteristics of the limited number of cultures presented 
here, though throwing further light on their behaviour, suggests the need 
for a study of more cultures before we finally accept the present classi- 
fication of this group. 


Bacilli forming motile colonies. 

Only 2 species of morphological group 2, Bac. circulans and Bac. alvei 
are credited with the ability of forming colonies which migrate over the 
agar surface. Eight isolates in our 
collection exhibited this property but 
possessed characteristics different from 
these species. For the present, we are 
inclined to regard these isolates as 
variants of the ‘Bac. circulans complex’, 
inspite of the fact that 6 of the 8 strains 
failed to hydrolyse starch, a characte- 
ristic so far regarded as important in 
the identification of this species. The 
Bac. circulans group is well known to 
exhibit variations in several directions 
and these observations further accen- 
tuate the present unstable status ofthis | eats 2 
species. The characteristics described Fig. 2. Photomicrograph depicting the 

7 : : morphology of one of the isolates forming 
are based on a study of 8 strains iso- migrating colonies. (Crystal violet stain. 
lated from Indian soils and air. x 1000.) 

Morphological characteristics: Vege- 
tative rods are on the average 0.8 4 to 1.0 u/ 2.54 
slightly curved. They generally occur singly or in pairs but 1 isolate 
showed the presence of chains (see fig. 2). The spore was oval, central 


5.0 w, straight to 
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to subcentral and bulging the sporangium. The organism was Gram 
negative to Gram variable, sporulating cultures showing the presence 
of Gram positive spores and Gram negative vegetative cells. 


Fig. 3. 


Fig. 3 and 4. Photographs illustrating the nature of colonies 

and types of migration on nutrient agar exhibited by 2 strains 

of the group. (Natural size, 2 days old. Arrow in fig. 3 indicates 
point of inoculation.) 


Growth characteri- 
stics: — The individual 
colony on nutrient agar 
was generally round, 
moist, transparent to 
translucent, about 1 to 
2mm in size and not 
photogenic. Two strains 
on first isolation produ- 
ced colonies which were 
opaque and photogenic. 
With all 8 strains, the 
colonies migrate, sprea- 
ding over the agar surface 
in a trailing manner, 
usually in curves and loops 
leaving behind irregular, 
small, transparent to 
translucent colonies as 
debris (see figs. 3 and 4). 
Surface moisture governs 
the formation of such 
colonies, but this does not 
appear to be the only 
operative factor. There 
was usually evidence of 
migration on nutrient agar 
slants as well. Growth on 
glucose nutrient agar was 
usually as good as that 
on nutrient agar and there 
was a moderate uniform 
turbidity with a sediment 
innutrient broth. Scant to 
no growth occurred on glu- 
cose nitrate agar and po- 
tato. All strains were able 
to grow in 4 per cent NaCl 


broth. Two strains (5 and # Wh) produced gas from nitrate under alkaline 
anaerobiosis. No growth occurred in glucose broth under similar conditions. 
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Physiological characteristics: Physiological characteristics which again 
exhibit a certain degree of variability are presented in table 1. 


Table 1. Physiological characteristics of morphological group 2 bacilli forming 
migrating colonies. 
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* Studied in peptone water. 


The alternative to accepting all 8 strains as variants of Bac. circulans 
would be to suggest that the formation of migrating colonies is a character 
exhibited by more than 2 species of morphological group 2. The characte- 
ristics suggested at present in the key to the genus, particularly the hydro- 
lysis of starch, do not appear to be stable enough to warrant considerable 
reliance. A study of a larger number of group 2 organisms forming migrat- 
ing colonies would be essential to a better understanding of this interest- 
ing group of sporeformers. Contemporary studies undertaken in this 
laboratory on the microflora of the Indian earthworm (KHAmBATA, 1954) 
resulted in the isolation of 7 strains of sporeforming bacilli forming similar 
colonies and showing similar characteristics. 


Other isolates of morphological group 2. 


Besides the strains forming migrating colonies, 16 other isolates in our 
collection fall in morphological group 2. One isolate showed the typical 
characteristics of Bac. polymyxa but failed to grow in the ammonia basal 
medium with added biotin as is to be expected from KnicuT and PrRoom’s 
nutritional survey (1950). One isolate was identified as Bac. laterosporus 
and 5 others showed the characteristics of Bac. alver and Bac. circulans 
while the remaining were unclassified. 
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The growth requirements of group 2 isolates including strains forming 
migrating colonies were not adequately met with even when several 
growth factors were added to the casein basal medium. Further work under- 
taken recently on 1 of the strains forming migrating colonies (SHARADA and 
Buat, 1955) has indicated that the purines promote growth in the pre- 
sence of other vitamins. Out of the 18 strains of Bac. circulans examined 
by Knicut and Proom (1950) 12 grew in the casein basal medium with 
biotin and niacin, but the 6 remaining strains failed to grow even with 
several growth factors. The nutrition of Bac. laterosporus has also been 
reported to be complex; the requirements of other species of group 2 are 
said to be adequately met with by the casein basal medium and a few 
growth factors. This strengthens the view that the species of morpho- 
logical group 2 other than those that form gas from carbohydrates re- 
present a closely related group for which the establishment of mutually 
exclusive characteristics may prove difficult. 


Morphologicalgroup 3—S porangia swollen by sphericalspores. 

Ten isolates in our collection were classifiable in this group. The charac- 
teristics of 8 of these closely resemble those of Bac. pantothenticus but 
for their inability to grow in 10 per cent NaCl broth. All strains showed 
good growth in 5 per cent NaCl broth and hydrolysed starch. Though 
Proom and Kniaut (1950) report acid from xylose and arabinose in an 
inorganic basal medium, only glucose was fermented with acid by our 
isolates. Nutritionally, none of these isolates were able to grow in the 
ammonia basal medium. Slight growth occurred in the casein basal 
medium, this growth being improved in the presence of thiamine, biotin 
and niacin. The relative growth response to carbon sources of these 
strains was studied in the casein basal medium fortified with these 3 
growth factors. Salts of the carboxylic acids, acetic, lactic, citric, malic, 
tartaric, and fumaric, and in some cases, even formic acid, favoured the 
growth of these isolates. Starch was also utilised well but the response to 
all other carbon sources was indifferent and poor. Two other isolates were 
identifiable as Bac. sphaericus but for their inability to grow at py 6.0. . 
Similar characteristics have been attributed to the organism described 
as Bac. rotans by Roperts (1935). The nutritional requirements of these 
2 isolates were complex. 


Conclusions. 

1. Though Smrrn’s taxonomic classification for the genus Bacillus is 
largely satisfactory, the characteristics on which species of morphological 
groups 2 and 3 are separated are still inadequate. 

2. Though nutritional characteristics have an undeniable taxonomic 


value, they are no more immune to the limits of variation than are other 
characteristics. 
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3. A more intensive study of the characteristics exhibited by a large 
collection of strains of these 2 morphological groups is indicated. 

4. For the isolation of an adequate number of strains of these less well 
known species, elective or enrichment culture methods may be success- 
fully exploited. 

5. The growth requirements of Bac. firmus and Bac. lentus in morpho- 
logical group 1 and some species of morphological groups 2 and 3 remain 
to be established. 

6. The fundamental factors influencing organised movement and 
migration of colonies of certain species of bacilli remain an inviting 
challenge to the curious investigator. 
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Der Einflu8 von synthetischen Wuchsstoffen 
auf die Fettbildung von Hefen. 


Von 
Ineo HAIDASCH. 


(Hingegangen am 4. Juli 1955.) 


Nach der ersten Beobachtung einer Fettspeicherung in Mikroorganis- 
men von NAGELI u. LOw und den spateren umfangreichen Versuchen von 
LINDNER zur Schaffung der wissenschaftlichen Grundlagen, haben sich 
die verschiedensten Arbeitskreise mit dem Problem der mikrobiologi- 
schen Fetterzeugung befaBt (Zusammenfassung und ausfihrliche Lite- 
raturangaben bei BERNHAUER u. Hesse). Durch Verainderung der Zu- 
sammensetzung der Nahrlésungen, besonders durch niedrige Stickstoff- 
und Phosphorgaben, konnte der Fettgehalt einzelner Mikroorganismen 
bis zu 70% gesteigert werden. Allerdings stehen die optimalen Bedingun- 
gen der Fettbildung im umgekehrten Verhaltnis zum Wachstum, so daB 
der 6konomische Koeffizient infolge der Energiespeicherung im Fett 
sinkt. 

Ferner ist in vielen Arbeiten die Wirkung der verschiedenen Wuchs- 
stoffe beschrieben worden. Baucu gelang es, durch Behandlung von Hefe 
eines normalen Brauereistammes unter besonderen Bedingungen u. a, 
mit Naphthylessigsiure und Campher Gigas-Stimme zu ziichten. Das 
sind Stimme mit polyploiden Zellen, die sich durch ihre beachtliche 
GroBe auszeichnen, Es erschien nun interessant, diese Gigas-Stamme 
sowie den EinfluB von synthetischen Wuchsstoffen auf das Fettbildungs- 
vermégen und im Zusammenhang damit das Verhalten des dkonomischen 
und des Fettkoeffizienten zu untersuchen. 


Versuche. 


Zur Verfiigung stand ein Gigas-Stamm 469, polyploidisiert mit «- 
Naphthylessigsiure aus dem Brauereistamm L, und der Gigas-Stamm 103, 
hergestellt mit Campher, ebenfalls aus dem Stamm L. Beide Gigas- 
Stamme zeigten seit 10 Jahren konstante Eigenschaften!. Als Nahr- 
lésung diente Bierwiirze 8° Bllg. Bei beiden Gigas-Staimmen ergab sich 
(Tab. 1) ein klarer Wachstumsriickgang gegentiber dem Normalstamm L, 


1 Fiir die freundliche Uberlassung der Gigas-Stiimme bin ich Herrn Prof. Dr. 
Baucu, Greifswald, sehr zu Dank verpflichtet. 
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wahrend der Fettgehalt des Stammes 469 den anderen etwas tiberlegen 
war. Es zeigt sich, daB die Substanz, mit der die Polyploidie erzeugt worden 
ist, einen groBen KinfluB auf Wachstum und Fettbildung haben kann. 


Tabelle 1. Substanzbildung von Gigasstdémmen’. 


100 cm* Wiirze 8° Bllg., 22°, 72 Std, Liiftungsverfahren 
| 


Brauereistamm L 614,4 mg TS 9,6 % Fett/TS 58,9 mg Fett/Ans. 
Gigas 469 460,1 mg TS 12,1 % Fett/TS 55,3 mg Fett/Ans. 
Gigas 103 329,0 mg TS 9,42% Fett/TS 30,5 mg Fett/Ans. 


1 Die Werte in den Tabellen sind Durchschnittswerte mehrerer Versuche. TS — 
Trockensubstanz. 


Die Bestimmung der Trockensubstanz wurde folgendermaBen durchgefiihrt: 
Nach Ablauf der Kulturdauer wurde der Kolbeninhalt in Zentrifugenglaser gespiilt 
und 20 min bei 3500—4000 U/min zentrifugiert und die tiberstehende Nahrlésung 
abgegossen. Die Hefe wurde mit destilliertem Wasser durchgeriihrt und erneut 
zentrifugiert. 3maliges Waschen geniigte. Dann wurde im Trockenschrank bei 105° 
bis zur Gewichtskonstanz getrocknet. 


Die Bestimmung des Fettgehaltes erfolgte in Anlehnung an MacLnan u. Horrert, 


Versuche, diese Gigas-Stimme auch auf synthetischer Nahrlosung zu 
zuchten, schlugen fehl, da in der normalen Beobachtungszeit kein Wachs- 
tum eintrat. Wir sind dann dazu tibergegangen, die Wirkung von Wuchs- 
stoffen durch Zusatz zur Nahrlosung zu priifen. 


Tabelle 2. Torula utilis, «-Naphthylessigsdure. 


100 cm* Wiirze 8° Bllg., 22°, 72 Std, Ltiftungsverfahren 


Wiirze 438,5 mg TS 12,15% Fett/TS 53,2 mg Fett/Ansatz 
g/l kein Wachstum | 

10+ g/l 343,8 mg TS 10,5 %Fett/TS | 36,2 mg Fett/Ansatz 

10 g/l 612,9 mg TS 11,2 % Fett/TS | 68,6 mg Fett/Ansatz 

10-3 g/l 890,5 mg TS 11,3 % Fett/TS 100,5 mg Fett/Ansatz 

10-* g/l Wuchsstoffwirkung aufgehoben | 


Torula utilis, als EiweiBhefe bekannt, wurde im Liftungsverfahren in 
Wiirze bei 22° 72 Std lang kultiviert und ergab (Tab. 2) 438 mg Trocken- 
substanz mit einem Fettgehalt von 12,1°%. In parallelen Ansitzen wurden 
der Nahrlésung steigende Mengen, 1 g/l — 10-* g/l, «-Naphthylessigsaure 
zugegeben und Trockensubstanz sowie Fettgehalt untersucht. Bei der 
Konzentration 1 g/l blieb die Vermehrung vollstandig aus. Bei dieser 
Konzentration erhielt Baucn unter besonderen Bedingungen Gigas- 
Stimme. Das Optimum der Wuchsstoffwirkung lag bei 10~* g/l, ent- 
sprechend 890,5 mg Trockensubstanz, wihrend bei 10~* g/l der Wuchs- 
stoff keinen EinfluB mehr ausiibte. Der Fettgehalt wurde nur ganz gering 


verandert. 
F/ * 
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Die Verwendung von einfachen synthetischen Wuchsstoffen in der 
mikrobiologischen EiweiBsynthese hatte in bezug auf die Ausbeute je 
Zeiteinheit einen groBen Vorteil, denn die Kosten des Wuchsstoffes . 
betragen nur einen geringen Teil des Aufwandes an Energie usw. 


losung von 2% Glucose, 0,04% Ammoniumsulfat, 0,02% Kaliumphosphat und 
0,01% Magnesiumsulfat verwendet. Das Verhaltnis N:C betrug 1:100. Je 100 cm® 
Nahrlésung wurden in 300 cm? Erlenmeyer-Kolben mit Schliff gefiillt. Als Ver- 
schlu8 diente ein Trockenrohr, dessen Kugel mit Watte verstopft war. Die Sterili- — 
sation erfolgte im Kocuschen Dampftopf 2mal je 25 min. | 

Geimpft wurde mit einer kleinen Ose 6 Tage alter Kultur, welche auf gleichem 
Medium mit Agarzusatz gewachsen war. Zu einem Versuch gehérten je 3 Kolben. 
Die Geschwindigkeit der Schiittelmaschine wurde auf 80—100 Hin- und Herbewe- 
gungen je Minute mit einem Hub von 8 cm einreguliert. Infolge Fehlens eines — 
warmekonstanten Raumes wurde die Maschine in eine groBe Kiste gestellt und die — 
Temperatur mit einer Heizsonne bis auf 1° Differenz konstant gehalten. ? 

Die Menge des Restzuckers wurde nach ScHoorL bestimmt, der die Lurrsche 
Lésung verwendet. 


Als Wuchsstoff diente 2,4-Dichlorphenoxyessigsiéure (2-4-D) in den 
Konzentrationen 10-* bis 10 g/l. Torula utilis (Tab. 31) reagierte in 
synthetischer Nahrlésung auf 2-4-D nicht. Man mu deshalb annehmen, 
daB in Bierwiirze der Wuchsstoff erst in Verbindung mit einem anderen 
Wirkstoff wirksam ist. 

Wir haben dann weiter Rhodotorula gracilis mit 2-4-D in Bierwiirze 
geprift (Tab. 3 IL). Hier machte sich ein kleiner Gewinn in der Fett- 
ausbeute bemerkbar. Besonders fiel dabei auf, daB bei der Konzentration 
10-° g/l auch der 6konomische Koeffizient erhéht wurde, so daf eine be- 
achtliche VergroBerung des Fettkoeffizienten erfolgte. 

EKinen wesentlichen Fortschritt in der Fettausbeute brachten Versuche 
mit 2-4-D in synthetischer Nahrlésung (Tab.3 IIT). Das Maximum ~ 
der Fettbildung lag bei 10-* g/l und brachte eine Steigerung um 24,4%. — 
Der Fettkoeffizient erhdhte sich sogar um 31%. 

Dali die gleichen Beziehungen auch bei gréBerem Stickstoffgehalt 
gelten, zeigte eine Versuchsreihe, bei der die Naihrlésung, auBer dem er- 
hohten N: C-Verhiiltnis von 1:50, die gleichen Bestandteile wie oben 
enthielt (Tab. 3 IV). 

SchlieBlich wurden diese Ergebnisse, um jegliche Fehlerquellen aus-— 
zuschlieBen, noch einmal nach der Beliiftungsmethode iiberpriift. Tab. 3 V 
zeigt die gleichen Ergebnisse wie vorher. 


Um das Verhalten in synthetischen Medien zu iiberpriifen, wurde eine Nahr- | 
| 


apes 


= 


Dabei konnte im Thermostaten eine bis auf 1/,)° genaue Temperatur eingehalten 
und mit Hilfe eines Strémungsmessers die Luftmenge auf genau 0,2 l/min = 121/Std 
reguliert werden. Der Kolben wurde mit 400 cm’ Nahrlosung gefiillt und sterilisiert. 
Als Impfgut dienten 5 cm* Hefesuspension. Sie wurde in einer 3tigigen Schiittel- 
kultur in synthetischer Nahrlésung gewonnen und entsprach 7,2—7,7 mg Trocken- | 
substanz. 
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Tabelle 3. HinfluB von Wuchsstoffen auf die Fettbildung. 
Je 100 cm’ Nahrlosung, 72 Std, 27° C1 


I | Torula utilis 2-4-D. Synth. Nahr- 
lésung, Schiittelmethode 


Ohne Wuchsstoffe ....... .| 169,9] 750 22.5 | 1158 2,69 
Dee) Leckie 2 ee eee gd ch. a LOL,O |. 546, | 278 9,6 2,66 
Aes) Lite AM eee... 1 160.4 | 735 21,8 ie 11,2 2,44. 
Lie eens tS eet, ee | ODA F471 OL 7 te 11.0 2,39 


II | Rhodotorula gracilis 
2-4-D. Bierwiirze, Schiittelmethode 


Ohne Wuchsstotte sem ees. 201. | 383) 52.4 |) 16,4 8,6 

Oso) lea ete eer aire 209.8 cA ale S-3 |e LOT) 8.83 
Ooh) ae en ae mele 2S0 Ollie S Omg bb |) 10,32 
LO Cer eee Serene es 258:9 1) 460 61-9 ae 1750 8,82 


III | Rhodotorula gracilis 
2-4-D. Synth. Nahrlésung, 


Schiittelmethode 

OhnesWuchsstoth 5 5 2.) 5 3) 149374800) 37,2, 31,0 9,7 
10+ g/l Sel i Send <tc eae 42.4} 148 | 28,6 — — 
10-? g/l 102,3| 347 | 29,5 | 28,2 8,3 
10-3 g/l 143;3)) 458°) 31,3 4 295754 9,3 
LORS oI, Seem tree see pret se uncle 151,7| 482 | 31,5 | 31,45| 9,92 
10-* g/l 169,5| 536 | 31,5 | 35,0 | 11,07 
ORGS ey Sreecchas ee te een 10,8) | wosSuleo LavaeeoO, 5,0 mL 68. 
TOES o/l pyeerre Vater cde tee ee eLGSsM WP A0Sties25 8238.7 1 


IV | Rhodotorula gracilis 
2-4-D. Synth. Nahrlésung, | 
N:C = 1:50. Schiittelmethode 

Ohne Wuchsstoffe...... . . .| 173,0| 485 | 35,7 | 15,8 5,63 

Lge 1k mibath tee et canes ss pets eh CAL OE Oe ho hy Coed ALS 7,34 


V | Rhodotorula gracilis 
2-4-D. Synth. Nahrlésung, 


Beliiftungsmethode 
Ohne Wuchsstoff ...... . .| 159,8| 466 | 34,25] 31,2 | 10,63 
LOU ee Pee |) 203,97) 6627 523 2545) 37,0"1 12,0 


VI | Rhodotorula gracilis 
2-5-D. Synth. Nahrlésung, 


Schiittelmethode 
Ohne Wuchstoffe. ........ 149,7| 480 | 31,2 4 31,1 9,7 
ET Ae ee ete 143-6) 9.454 31,6 |) 30,00) 9.02 
ee ee et 1 165,0) 4892) 31,7 | 31,71 10,0 
1O- ofl 165.9 | “525 | 31,6" | 35,6 | 11,2 
Om Soleo vite mie tee ete 163.6) eo lGnled Ls 7ach136;,0 11,6 


1 TS = Trockensubstanz in mg; ZV = Zuckerverbrauch in mg; 0, = Okono- 
mischer Koeffizient; F = Fett in % bzw. auf TS; Fy = Fettkoeffizient. 


VII 


IX 


eo HoDalO-! eile Ach aaa | 


I. HarpascH: 


Tabelle 3. (Fortsetzung.) 


Rhodotorula gracilis 
a-Naphthylessigsiure. Synth. 
Nahrlésung, Schiittelmethode 

Ohne Wachsstoff?.. 216... coos ce] 


Rhodotorula gracilis 
verschiedene Wuchsstoffe. Synth. | 
Nahrlésung, Schiittelmethode 

OhnesWuchsstote siemens ees 

a-Naphthylessigsaure 

LOS9 go /TE eee ee Mer ee aus 


954-21 058 gf en ee te 


Rhodotorula gracilis 
2-4-D. Synth. Nahrlésung, 
9 Tage, Liiftungskultur | 
Ohne: Wichsstott) 7s. s0 os ee eer 


Rhodotorula gracilis 

2-4-D. Synth. Nahrlésung, 

9 Tage, Liiftungskultur 
Ofines Wilchsstomt see ea esteem 
peel Keg lle rere aoe ory ae Suk 


Rhodotorula gracilis 
2-4-D. Synth. Nahrlésung, 
9 Tage, Liiftungskultur 
Obne: Wuchsstot ct... ee 


LOb elite) Be dehinees.-ndah: 


434,0 
512,8 


1764 
1976 


1732 
1660 


1626 
1980 


31,2 


32,8 


25,1 
25,0 


25,4 
25,45 


26,7 
25,9 


25,15 


27,15 


25,5 
27,4 


11,0 


12,7 


6,33 
6,78 


6,35 
7,88 


6,8 
7,10 


Die bei der Kultur mit 2-4-D aufgezeigten Erscheinungen konnten. 


auch bei 2-5-D beobachtet werden (Tab. 3 VI). 


Das gleiche gilt — allerdings in geringerem Mae — auch fiir «-Naph- 
thylessigsiure (Tab. 3 VII). 
Von den drei gepriiften Wuchsstoffen zeigte folglich 2-4-D weitaus die 
groBte Wirkung. Dies gilt sowohl primar hinsichtlich der Konzentration 
als auch sekundér, wenn man das Ausmaf der Wirkung betrachtet 
(Tab. 3 VIII). 
Wiahrend in den genannten Versuchen die Kultur stets nach drei Tagen 
abgebrochen wurde, wobei der Zucker nur zu 25%, verbraucht war, 
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fiihrten wir sie in anderen Versuchen nahezu bis zum vollstaéndigen 
Zuckerverbrauch. Dafiir war die Zeit von 9 Tagen notwendig, wenn 
gleichzeitig am 3. und am 6. Tag Stickstoff in der urspriinglichen Menge 
zugegeben wurde (Tab. 3 IX). 

Durch den Wuchsstoffzusatz ergab sich bei der Ausbeute an Trocken- 
substanz eine Steigerung in der iiblichen Héhe, dagegen blieb die Erhé- 
hung des Fettgehaltes gegeniiber den fritheren Versuchen etwas zuriick. 
SchlieBlich wurde auch 2-4-D am 1., 3. und 6. Tag in der Menge von je 
1-10-* g/l zugesetzt und dabei eine Steigerung der Fettausbeute um 
24% festgestellt (Tab. 3 X). 

Fir die Erklarung der Unterschiede im Fettgehalt in Tab. 3 IX und X 
gibt es zwei Moglichkeiten: 

Entweder wird der Wuchsstoff bei langerem Wachstum der Hefe 
blockiert bzw. so veraindert, daB die Substanz keinen fordernden EinfluB 
mehr hat; oder der normale Stoffwechsel der Zelle wird durch den Wuchs- 
stoffzusatz nur am Anfang gestort, waihrend er sich nach einiger Zeit 
wieder normalisiert. Sollte nun der erste Fall zutreffen, so miiBte bei tag- 
licher Zugabe des Wuchsstoffes ein wesentlich hoherer Fettgehalt be- 
stimmbar sein. Es wurde daraufhin ein Versuch mit der gleichen Nahr- 
l6sung, nach dem 3. und 6. Tag Zugabe von Nahrsalzen, mit der Aus- 
nahme angesetzt, daB jeden Tag 1,25 - 10-7 g/l 2-4-D zugegeben wurden. 
Nach 8 Tagen waren also 1 - 10~* g/l zugesetzt. Es zeigte sich nun, daf 
zwar die Trockensubstanz um 19% angestiegen war, der Fettgehalt sich 
aber nur wenig veranderte (Tab. 3 XI). 

Danach mu man die erste Méglichkeit als unwahrscheinlich ansehen. 
Die Steigerung des Fettgehaltes in der Hefe ist nach den Versuchen nur 
so zu erklaren, daB der Wuchsstoff die Richtung der Synthese in der Zelle 
nur momentan zugunsten der Fettbildung verandert. Nach langerem 
Wachstum bildet sich der Normalzustand wieder zuriick. 


Zusammenfassung. 


1. Gigas-Stimme k6nnen einen hdheren Fettgehalt als der entspre- 
chende Normalstamm haben. Die Wuchsgeschwindigkeit ist im Vergleich 
sehr stark abgesunken. In synthetischer Nahrlésung k6nnen sie nicht 
kultiviert werden. 

2. Die Wuchsgeschwindigkeit von Torula utilis in Bierwtirze kann mit 
a-Naphthylessigsdure auf iiber das Doppelte erhOht werden. In synthe- 
tischer Nahrlosung ist dagegen kein EinfluB zu bemerken. Der Fettgehalt 
andert sich nicht. 

3. Die Wuchsgeschwindigkeit von Rhodotorula gracilis in Bierwtirze 
kann mit 2-4-D um 40% erhdht werden. Die Anderung des Fettgehaltes 
ist unbedeutend. In synthetischer Nahrlésung kann die Erhohung des 
Fettgehaltes mit 2-4-D um 24% erreicht werden. Der Fettkoeffizient 
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steigert sich dabei um 31°. Die Unterschiede in der Trockensubstanz- 
ausbeute betragen 14%. : 

Der Einflu8 von 2-5-D ist in diesem Falle gleich dem von 2-4-D, wah- 
rend «-Naphthylessigsiure geringere Wirksamkeit hat. 

4. Die Wirkung von Wuchsstoffen auf Hefe, Steigerung der Trocken- 
substanzausbeute und des Fettgehaltes, ist zum Teil von der Art der 
Nahrloésung abhangig. 

5. Die Steigerung des Fettgehaltes bei Wuchsstoffzusatz beruht wahr- 
scheinlich auf einer voriibergehenden Storung des Stoffwechsels der Zelle. | 
Nach lingerem Wachstum stellt sich der Normalzustand wieder ein. 


Fiir die Anregung und Férderung dieser Arbeit schulde ich Herrn Prof. Dr. 
W. LANGENBECK besonderen Dank. 
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Variationsbreite und Kulturkonstanz 
einer Rhodomycin bildenden Actinomycetenart*. 


Von 
W. FROMMER. 


Mit 6 Textabbildungen. 
(Eingegangen am 3. Mérz 1955.) 


In den Jahren 1949—50 wurden im hiesigen Institut aus verschiedenen 
Erdproben mehrere Actinomycetenstimme isoliert, die ein rotes Anti- 
bioticum — Rhodomycin — bilden [Brockmann, BaveER u. Bor- 
CHERS (1951), ScumrptT-KAsTNER (1952), SPOHLER (1953)]. Wie LinpEn- 
BEIN (1952) feststellte, handelt es sich um Stémme, die auch in ihrem 
sonstigen Verhalten und Aussehen einander sehr ahnlich waren. Da sie 
sich von den bisher bekannten Arten (WAKSMAN 1948) in wesentlichen 
Merkmalen unterschieden, fate er sie zu der neuen Art Streptomyces 
purpurascens zusammen. Wie die chemische Bearbeitung des Rhodo- 
mycins ergab, handelt es sich um keinen einheitlichen Stoff; vielmehr 
liegt ein Gemisch von mindestens 2 Oxyanthrachinon-Farbstoffen vor — 
Rhodomycin und Iso-rhodomycin — [FRANoK, (1952); Parr, (1953)]. 

Durch die staindige Haltung der Stammkultur auf Glycerin- Glykokoll- 
Agar! [nach vy. PLotuo (1940, 1950)] war im Laufe der Zeit das Rhodo- 
mycinbildungsvermégen dieser Stémme stark abgefallen. Daneben 
zeigten sie schwaches Wachstum und schlechte Luftmycelbildung. 
SPOHLER (1953) versuchte diese Stémme durch Variation der Vorkultur 
zu regenerieren und die Rhodomycinausbeute zu steigern. Er stellte 
besonders nach Cellulosebriihe und nach Glucose-Asparagin-Agar eine 
Steigerung der Rhodomycinbildung fest, die aber nicht lange anhielt. 
Um die fiir die Fortfiihrung der chemischen Bearbeitung notwendigen 
Rhodomycinmengen beschaffen zu kénnen, war es wichtig, durch Auslese 
der aktivsten Staémme und durch Variation der Kulturbedingungen eine 
méglichst hohe Rhodomycinausbeute zu sichern. Gleichzeitig sollte unter- 
sucht werden, ob es mOglich ist, einheitliche Rhodomycine auf mikro- 
biologischem Wege zu gewinnen, d. h. Staémme zu ziichten, die entweder 


* Teilergebnis einer Dissertation der Mathematisch-Naturwissenschaftlichen 
Fakultat der Universitat Géttingen ,,Untersuchungen an Rhodomycin bildenden 
Streptomyceten-Stammen“, Géttingen 1954. 

12 Vol% Glycerin, 0,25% Glykokoll, 0,1% NaCl, 0,1% KELP O Te 0, 0lo 5 
FeSO, - 7 H,0, 0,01% MgSO, - 7 H,0, 0,01% CaCOs, 2% Agar. 
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nur Rhodomycin oder nur Iso-rhodomycin bilden, oder Kulturbedingun- 
gen zu finden, die nur die Erzeugung eines Rhodomycins gestatten. 

Da die 7 Rhodomycin bildenden Staémme bereits langere Zeit in 
Kultur waren, erschien es ratsam, aus den Populationen, welche langer 
in Sammlungen gehaltene Staémme darstellen, fiir die weiteren Unter- 
suchungen méglichst reine Stimme auszulesen. Es wurden daher mit dem 
Mikromanipulator Einsporkulturen angelegt! (Tab. 1). 

Damit ist freilich noch keine Gewahr fiir genetische Einheitlichkeit gegeben. 
STANtER (1942) beobachtete von Sporen ausgehend sogar eine starke Variabilitat 
der Stimme und bekam erst durch wiederholte Auslese einheitliche Typen. Auch 
sollen nach CarvaJAL (1946) in einer Spore mehrere Kernaquivalente sein. Trotzdem 
laBt sich auf diese Weise ein verhaltnismaBig einheitliches Material beschaffen, wie 
WaksMAN, REILLY u. JOHNSTONE (1946), KeLNER (1948 a u.b), PITTENGER u. 
McCoy (1953) zeigen konnten. 


Tabelle 1. Hinsporkulturen aus Rhodomycin bildenden Stémmen. 


Zahl der | Zahl der 


| 
“ P | Bezeichnung 
Stamm angefertigten angewachsenen | : a 
Einsporkulturen. Einsporkulturen | der Einsporkulturen. 

Maria 515 . . . | 9 ‘i | M1—6 
Purks ete. te 9 3 P 1—3 
Ist SLoartee te 37 3 I 1—3 
IHTOR AWE eG 32 4 L 1—4 

826.0 micuss 9 3 | 1—3 
LUT MAN 5 5. 2 9 3 T 1—3 
Ist PINS ms cae 60 2 S 1—2 
Insgesamt 165 24 | 


Wahrend die meisten Einsporisolierungen den Elternstéimmen glichen, 
zeigten 2 auf Glycerin-Glykokoll-Agar ein véllig vom Elterntyp ab- 
weichendes Verhalten. 7’ 2 bildete kein Luftmycel. Die Farbstoffbildung 
war jedoch etwa gleich wie bei 7’ / und 7'3. L 3 war eine typische Zwerg- 
kolonie, wie sie schon von WAKSMAN (1950) beschrieben worden war. Sie 
war morphologisch nicht vom Elterntyp zu unterscheiden. Ihre Wachs- 
tumsgeschwindigkeit war jedoch bedeutend kleiner. Die einzelnen Kolo-_ 
nien brauchten etwa die doppelte Zeit, um die gleiche GréBe wie die der 
Schwesterkulturen zu erreichen. Rhodomycin wurde auch von diesem 
Stamm gebildet. Doch war seine Menge, dem langsamen Wachstum des 
Stammes entsprechend, geringer. 

Fir die Rhodomycingewinnung schienen besonders die Stimme 
M1—6 und L 1, L 2 geeignet. SPoHLER (1955) setzte mit Impfmaterial 
dieser Stiéimme Oberflachenkulturen in P-Kolben an (je P-Kolben 11 
Glycerin-Glykokoll-Nahrlésung). Tab. 2 zeigt die Ausbeuten bei diesen 


' Fir die Unterstiitzung bei der Anlage der Einsporkulturen méchte ich Herrn 
Prof. Dr. R. Mnynr, Institut fiir Mikrobiologie der Universitat Gottingen, danken. 
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Ansitzen. Zum Vergleich sind die Ausbeuten bei fritheren Ansatzen 


angefiigt. In allen Fallen wurde nur das Mycel aufgearbeitet. 


Tabelle 2. Rhodomycinausbeuten aus P-Kolbenansttzen verschiedener Hinsporkulturen. 


- aes Rhodomycin- hodomycin- 
Stamm a nome saps eS pikrat* ssi ae ape 
Tage g mg 
ETE pe 100 27 3,06 30 
elo . 20 29 | 1,15 57 
Lape 32 30 0,76 23 
EL OeT . 65 29 1,76 27 
Maria 515? 6,3 
Liid 2073 11 | 7,7 
3463,4 . 4 13,6 
* Rhodomycinpikrat enthalt etwa 60% Rhodomycin. — *% Scumripr-KastNeR 


(1952). — * SponueR (1953). — * Nach Cellulosevorkultur. 


Die weitere Untersuchung der vorliegenden Einsporisolierungen konnte 
erst vorgenommen werden, nachdem eine einfache Methode zur quan- 
titativen Bestimmung der beiden Rhodomycine entwickelt war [Brock- 
MANN u. FROMMER (1955)]. 

Es wurden nur die Rhodomycinonmengen quantitativ bestimmt (Rhodomycinon 
und Iso-rhodomycinon sind Spaltprodukte der Rhodomycine; Rhodomycin enthalt 
etwa 50% Rhodomycinon). Eine genaue Umrechnung ist nicht mdéglich, da das 
Molekulargewicht der Rhodomycine nicht genau bekannt ist. Die Fehlerbreite bei 
Serienbestimmungen aus Schragréhrchen ist bei einem Gesamtgehalt an Rhodo- 
mycinon herunter bis 0,02 mg je Schragréhrchen maximal 10%, der absolute Fehler 
ist héchstens 0,002 mg. Unter dieser Menge ist Rhodomycin mit der angewandten 
Methode nicht mehr sicher nachzuweisen. Weniger als 5% Iso-rhodomycinon im 
Gemisch lassen sich nicht zuverlassig bestimmen. 

Die Einsporisolierungen waren im Februar und Marz 1953 angelegt 
worden. Die aus ihnen hervorgegangenen Stiimme wurden in je 2 Par- 
allelkulturen (Bezeichnung z. B. M 1 und M 1a) auf Glycerin-Glykokoll- 
Agar gehalten und anfangs alle 2 Wochen abgeimpft. Da sich aber schon 
nach 7—8 Passagen bei sehr vielen Staémmen starke Degenerations- 
erscheinungen bemerkbar machten, wurden die Staémme nur noch 8 bis 
10 Tage bei 28° C bebriitet und dann noch 3—4 Wochen bis zur nachsten 
Abimpfung bei Zimmertemperatur aufgestellt. Die meisten Stémme 
hielten sich auf diese Weise in ihrem Aussehen tiber insgesamt 12 Passa- 
gen bis zum Dezember 1953. 

Nur bei einzelnen Stiimmen, bei denen das Wachstum oder die Luft- 
mycelbildung schlecht war, wurden unbeabsichtigt neue Typen ausge- 
lesen. So bildete z.B. 72a an einzelnen Stellen Luftmycel. Beim 
Abimpfen lieB sich nicht vermeiden, da8 auch davon in das neue Réhrchen 
kam. Dadurch entwickelte sich mit der Zeit ein T-Stamm mit Luftmycel. 


Stamm 7’ 2 ging ein. 


g* 
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Ebenso wandelte sich Stamm L 3a dem Aussehen nach in einen Aus- 
gangsstamm zuriick, nachdem einzelne Kolonien mit normaler Wachs- 
tumsgeschwindigkeit aufgetreten waren, die die Zwergkolonien schon 
nach einer Passage iiberwachsen hatten. Stamm L 3 dagegen blieb eine 
Zwergkultur. 


Rhodomycinbildung unter verschiedenen Bedingungen. 


Insgesamt standen 47 Rhodomycin bildende Stémme mit verschiede- 
nen Abstammungsgraden zur Verfiigung. In systematischer Hinsicht 
war es interessant, das Verhalten dieser Stémme auf verschiedenen 
Nahrbéden zu beobachten. Fiir die Rhodomycingewinnung war es 
wichtig, den direkten EinfluB des Nihrbodens auf die Rhodomycin- 
bildung und auf die der Nachkultur zu untersuchen. Daneben sollte 
festgestellt werden, ob das Verhaltnis Rhodomycin zu Iso-rhodomycin 
konstant ist oder von Stamm zu Stamm und von Nahrboden zu Nahr- 
boden verandert wird. Von jedem Stamm wurden 8 Schragr6hrchen mit 
verschiedenen Nahrbdden (je 8 em*) beimpft. Stets 2°, Agar. 

1. Glycerin-Glykokoll (Glye. Glyk., s. oben). — 2. Ca-Malat-Agar: 1°94 Ca-Malat; 
1 Vol% Glycerin; 0,05 % NH,Cl; 0,05% K,HPO,; px 6,2. — 3. Glucose-Pepton 
(Gluc. Pept.): 0,59 Bacto-Pepton (Difco); 1% Glucose; 1% K,HPO,; 0,5% 
MgSO,:7 H,O; px 6,4. — 4. Glucose-Asparagin (Glue. Asp.): 1% Glucose; 0,05% 
Asparagin; 0,059 K,HPO,; px 6,4. — 5. Natriumnitrat-Glycerin (NaNO,-Glye. = 
Synthetischer Agar nach LINDENBEIN, 1952): 3 Vol% Glycerin; 0,2 % NaNO,; 0,1%, 
K,HPO,; 0,05% MgSO,- 7 H,0; 0,059 KCl; 0,001% FeSO,-7 H,0; px 6,5. — 
6. Nahragar: 0,5°% Bacto-Pepton (Difco); 0,59, Fleischextrakt (Difco); 0,5°% NaCl; 
pu 7,2. — 7. Hefeagar: 200 g Backerhefe werden in 1 | Leitungswasser aufgeschlammt 
und im Autoklaven bei 1,3 bis 1,5 atii 20 min gekocht. Nach dem Abkiihlen werden 
die festen Teile abzentrifugiert und die iiberstehende Lésung auf 1 | aufgefiillt. Dazu 
1% Glucose; px 7,2. — 8. Haferflockenagar: 20g Haferflocken wurden in 11 Lei- 
tungswasser 20 min gekocht. Nach dem Abkiihlen wurde abzentrifugiert und die 
iiberstehende Lésung auf 11 aufgefiillt. Dazu 0,19 Natriumnitrat; py 7,2. 

Nach 18 tagiger Bebriitung bei 28° C legte ich je eine Nachkultur auf Glycerin- 
Glykokoll-Agar an. Diese wurden 22 Tage bei 28° C bebriitet. In allen R6hrchen be- 
stimmte ich die gebildete Menge Rhodomycinon. 

Es kam bei diesen Versuchen vor allen Dingen darauf an, die groBen Linien der 
Reaktionsweisen aufzuzeigen. Deshalb verzichtete ich zugunsten der Variations- — 
breite auf Parallelkulturen. 

Die Schwankungsbreite bei solchen Serienversuchen ist sehr groB. Dies wird 
verstiindlich, wenn man bedenkt, daB das gebildete Rhodomycin mehr oder weniger 
schnell wieder abgebaut wird. Bei der groBen Anzahl der Réhrchen war es unver- 
meidlich, daB einzelne Réhrchen erst aufgearbeitet wurden, nachdem schon ein Teil 
des Rhodomycins abgebaut war, wihrend bei anderen die Rhodomycinbildung noch 
andauerte. Die verschiedene Vorbehandlung des Impfmaterials der Nachkulturen 
verstarkte dies, da durch die verschieden starke Versporung der Vorkultur das An- 


wachsen in der Nachkultur und damit der Zeitpunkt des maximalen Rhodomycin- 
gehaltes beeinfluBt wird. 


Kinige typische Beispiele aus dieser Versuchsreihe sind in Tab. 3 
(S. 109—111) zusammengestellt, 
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Zeichenerklarung fiir Tabelle 3. 

Zusammengehérige Vor- und Nachkulturen nebeneinander stehend. 

Die Beschreibung eines Schragréhrchens setzt sich aus der WachstumsegroéBe, 
der Bezeichnung fiir adie Luftmycelbildung und den Zahlen iiber die Hiodorsycinons 
bildung zusammen. Die linke obe- 
re Zahl ist die WachstumsgréBe. 
Rechts oben steht die Bezeichnung 
fiir die Luftmycelbildung. Die 
untere Reihe gibt von links nach 
rechts in Zahlen an: 1. Gesamt- 
menge des gebildeten Rhodomyci- 
nons iny; 2. Menge des gebildeten 
Iso-rhodomycinons in y; 3. Iso- 
rhodomycinongehalt in Prozent. 

Die Wachstumsgr6Be ist eine 
Bezeichnung fiir die Bewuchs- 
dichte der Agaroberflache. Die 
Zahlen bedeuten: (Abb. 1) 1 dichter 
Rasen, ganze Oberflache des Agars Abb. 1. Beispiele fiir WachstumsgréBen. 


Tabelle 3. Rhodomycinbildung auf verschiedenen Ndhrbdden. 


Nahrboden Glyc.-Glyk. | Glyc.-Glyk.. | Glyc.- Glyk. | Ca-Malat | Glyc.-Glyk. 
Impfdatum | 14. XI. 53 £7. XESS 6. 1. 54 | 17. XAT. 63 | Taleo: 
| | | 
Stamm M 1 B/E 14+— |1-/+ !0 re 
] 250 28 11) 270 25 9 
Stamm M /a 1+ L= il i. | A(6)eeee | 2-2 
] | 200 26 13 | 300 37 12 | 460 27 6 
Stamm M 2? sae j dh Ee / 1 ++/ | 0 ss 
l 200126 | 270249 | | 
Stamm VM 2a 1 J + hl ess = | 1 +-+/- 2 | | 1+-+ 
1 230 52:23 | 280269 | | 220 16 7 
Stamm P 2 (1) —(+) |I-2—"(-+)) (+) | 0 — 
3 | 26 6 23 | 70710 
Stamm P 2a pee ey lh Bey 3 +i) | 40) 0 
We. | 400 87 22 | 6701502 
Stamm 3 1—/+ | 2—(+) 1+ | ks Spe 1(+) 
0—3 100 24 24 | 100 22 22 | 3 126 18 14 
Stamm 3a 1—2 +(—)| 1—/(+) | 1-2+ | 0 = 
3 | 110 29 27 | 124 30 24 | 
Stamm L 3 4(W)—(+)| 4(2) (+-)| 2 -+-— | 0 — 
| 4836 12065 | 
Stamm L 3a 3 +— 3 —(+) 2 +— | 0 ieee 
15053 | 18021 | 32072 
Stamm L 4 a 0 = | 0 = 
| 310 29 9 
Stamm L 4a 34 Po 3 = (2b)), 2 + — 4(1) + 0 
2 |.240 115 395 41 10 


1 Vorkulturen in Kursivdruck. 


110 W. FROMMER: 


bedeckt; 2 inselformiges Wachstum; 3 nur an einzelnen Stellen bewachsen oder 
gréBere Zahl einzelner Kolonien; 4 (2) einzelne Kolonien, in Klammern die 
Zahl derselben, z. B. 2; 0 kein Wachstum. Wachstumsgr6Be in Klammern bedeutet: 
diinne Myceldecke. 

Die Luftmycelbildung wird mit folgenden Zeichen beschriftet: + Luftmycel 
als gleichmaiBige Decke vorhanden; — Luftmycel fehlt im ganzen Rohrchen; 
+--+ Luftmycel besonders gut ausgebildet, Oberflache mehlig; (+) Luftmycel 
gleichmaBig, aber schwach ausgebildet; +— Luftmycel nur an einzelnen Stellen 
vorhanden; —(+) Luftmycel nur an einzelnen Stellen, und dort sehr schwach; 
+(—) nur einzelne Stellen ohne Luftmycel. 


Ist ein Rohrchen ungleich bewachsen, z. B. im oberen Teil entsprechend der 
Wachstumsgr6fRe 3, im unteren Teil 1, so wird es 3/1 bezeichnet. Entsprechend bei 
ungleicher Luftmycelbildung. 

Es bedeutet also: 3 +/—. 
190 15 7 


Nur an einzelnen Stellen bewachsen, im oberen Teil gleichmaBige Luftmycel- 
decke, im unteren Teil kein Luftmycel. Es wurden in diesem Schragréhrchen 190 y 
Rhodomycinone gebildet. Davon waren 15 y Iso-rhodomycinon = 7% der Gesamt- 
menge. 


Tabe 

Nihrboden | Glue.-Pept. | Glye.-Glyk. | Glue.-Asp. | Glyc.- Glyk. | NaNo,-Glye. | Glye( 
Impfdatum 17. XII. 53 7.1.54 17, XII. 53 8. I. 54 {27 XT SS 8.2 
Stamm M 7 | 1+ ae he 1—/++ | 1—2—/4+] 1-2 
/ 6247 | 310299 | 1003131 240 41 17 300 50 17 330 2¢ 

Stamm M Ja deat ae 1++ 1++ 1 —/+— | 1—2- 
54815 | 180 23 13 130 44 34 290 62 21 360 81 23 | 360 36 

Stamm M 2 eee jes }1++ Wh 1l~2' +(>)| 2 
526 11 320 268 | 24055 23 280 27 10 | 260 61 24 | 35027 

Stamm M 2a Lise y ht ee i i! Pe LL | l— = 
| 33619 | 230188 54 15 27 280 3412 | 31070 23 210 24 

Stamm P2 =) 2—K+) | (M+) | 24+) | Md) | 2-4) | we 
41 19 46 56 9 16 150 63 41 559 16 60 12 20 73 11 

Stamm P 2a | 1 +(—) 1 —/+ |} ] ++ 1 + 1—(+) | 1—2- 
| 150 5235 | 4005915 | 2309843 | 40066 16 3809425 | 4901] 

Stamm ei Say | 24 1a (4) oe 3 +2 
1 O 120 25 21 | 245 23 |} 691623 | 3137925 | 8810 

Stamm 3a es [eee eae a ie al ae | 19K 
| 0 | 100 23 23 | 753445 | 52917 | 400 87 21 140 28 

Stamm L 3 | 2-3. | 24 DOSY olivate ie Sautaiestelae 2—(4 
0 52510 | 32619 | 92910 | 120108 | 8767 

Stamm L 3a 3 ++ 2 +— | 3+ 1—2 2 aks} 4(5)— | 2+4+— 
| 120108 280 4 1 | 68913 204 63 | 60 13 22 240 11 

Stamm L 4 | 0 | Mens 0 = / 4(1) — 2—(4 

130 2216 | 4400) 

Stamm L 4a | 2—3 +—- | 2 +4+— | 2—3 + 1-2 4 Oza (+)| 2+ 

| 230 25 11 | 240115 63 12 19 | 22063 | 3506819 | 5007. 
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In einzelnen Fallen, insbesondere in der Spalte vom 14. XI. 53, in denen die 
Menge des gebildeten Rhodomycinons nicht bestimmt wurde, z. B. bei Beschadigung 
(v), wurde die Farbintensitaét angegeben: 1 Farbe stark (etwa 200 y/Rohrchen) ; 


2 Farbe mittelmaBig (l00—200 y); 3 Farbe schwach (< 


< 100 y); 0 keine Farbe. 


Alle untersuchten Stiéimme verhalten sich in den wesentlichen Merk- 
malen sehr einheitlich. Ihre Zusammenfassung zu einer Art scheint 
gerechtfertigt. Die Abgrenzung gegen Streptomyces ruber und rubrireticula 
(letztere bilden auf NaNO,-Glyc.-Agar ein dunkelbraunes bis schwarzes 
Pigment) sowie gegen Streptomyces rubescens (alle hier untersuchten 
Staimme bilden ein lésliches Pigment) scheint gesichert. 


Die auftretenden Unterschiede bei den einzelnen Stémmen sind mehr 
quantitativer als qualitativer Art. Die Bildung von Rhodomycin und 
Iso-rhodomycin schwankt in weiten Grenzen. AuBerdem treten Unter- 
schiede in der Bildung von braunen, melaninartigen Farbstoffen und in 

der Luftmycelbildung auf. 


‘tsetzung.) 


Nahrboden 
Impfdatum 


mm M 1 
mm M la 
mm M 2 
mm M 2a 
mm P 2 
mm P 2a 
mm 3 


mm 3a 


Nthragar Glyc.-Glyk. Hefe-Gluc. Glyc.- Glyk. | Haferflocken 
L7. X1f. 63 8. I. 54 17. XII. 53 9. I. 54 U7. bs 
(2) (+) | 2+ 1—2 + 45(10) el 2a 
0 350 19 6 848 10 320 3310 | 0—3 
(1—2)—/4—| 2 + 1—2 +— | 4(3)4+— | 1++ 
0 250 13 5 98 21 21 140 33 24 | 0 

(1—2)—(+)) 2-3 +— | 1++ 2—3 + 1++ 
0 430 39 9 7379 390 19 5 023 
(1—2) (+)} 2 +(—) ile Bist) 1+-+ 
im) 216 116 54) 608 14 380113 | 0 
(0 a ot anise 2 oS 2—/—(+) 
0 85 1518 35 9 27 95 16 17 24 13 54 
== ee 1—2 —/+-| 4 (9) + | ee 
0 550 112 20| 1001616 | 1602818 | 769 12 
235 3+ [==> Sere i= GE) 
0 LOLS 7) 2726 68 10 15 0 
i 3.—(-++) Ws 4 (5) —(+)| 1—(+) 
0) 85 14 16 22 6 29 52917 0—3 
— 4/2 + 9.21 Soe Oe (er) 
0 21418 0—3 52510 0 
3 + 3 —(a-) 2-3 (+)/+]} 3—(+) 2—3 + 
15 3 20 290 17 6 3426 25573 28 5 16 
0 = 0 = 3+ 
39 5 12 
2-3 ++ | 2—3—(+)| 3(+) 2—3 —(+) Pe 
25 9 36 430 8 2 7146 41072 61813 


Glyc.-Glyk. 
9.1. 54 

1 ++ 

240 25 11 


1+4+/+— 
370 195 


1++ 
240 146 


1++ 
270 114 


(1) (+) 


| 60 10 16 


i 
470 130 28 


Ls 
75 17 23 


1++ 
61 14 23 


4 (1) 
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Die Stiimme lassen sich zwanglos entsprechend ihrer Herkunft in 
Gruppen einteilen. Einzelne Reaktionen, die abweichend von anderen 
Stiimmen von allen Unterstimmen einer Herkunft ausgefiihrt werden, 
kénnen zur Charakterisierung dieser Stammgruppen herangezogen 
werden. Man kann annehmen, daB8 es sich hierbei um verhaltnismaBig 
stabile Eigenschaften handelt. . 

Die einzelnen Stammgruppen zeigten folgende Eigenschaften : 

Maria 515). Auf Glyc.-Glyk. krustiges Wachstum, Luftmycel samt- 
artig, Pigment im Agar himmelblau?. Diese Gruppe ist hauptsachlich 
durch ihren Farbton von den anderen Gruppen zu unterscheiden. Das 
Rhodomycin-Bildungsvermégen der einzelnen Stamme auf Glyc.-Glyk. 
ist stark ausgebildet. Es ist auch ziemlich einheitlich. Nur M5 und M 5a 
scheinen etwas abzufallen. Iso-rhodomycinbildung im Durchschnitt 10%. 
Auf Haferflockenagar wird nahezu kein Rhodomycin gebildet. 

346. Diese Stémme weichen am starksten von den tibrigen ab. Sie 
bilden ohne Ausnahme auf fast allen Nahrbéden sehr wenig, nur auf dem 
NaNO,-Glyc.-Agar sehr stark Rhodomycin. Auf Gluc.-Pept. bilden sie 
entgegen den Angaben von LINDENBEIN (1952) kein Luftmycel. Auf 
Nahragar wird fast kein braunes Pigment gebildet. Auf Glyc.-Glyk. 
zeigen diese Stimme viel kraftigeres Mycelwachstum als die anderen. 
Die einzelnen Kolonien sind viel gr6Ber. Der Farbton ist, wenn Rhodo- 
mycin gebildet wird, graublau. Iso-Rhodomycinbildung auf Glyc.-Glyk. 
meist um 20%. 

Liid 207. Wachstum auf Glyc.-Glyk. kraftig, Luttmycelbildung 
jedoch schlecht. Daher sind die Stiimme schwer iiber viele Passagen zu 
halten. Einzelne Kolonien zeigen meist noch Luftmycelbildung. Die 
Staémme bilden auf diesem Nihrboden wenig Iso-rhodomycin (weniger 
als 10%). Der Farbton des Agars ist violett. Einzelne Stiémme zeigen 
eine Foérderung nach NaNO,-Glyc.-Agar-Vorkultur. Auf Gluc.-Pept. 
wird verhaltnismaBig viel Rhodomyecin gebildet. L 3 fallt durch seine 
geringe Rhodomycinbildung aus der Reihe. L 3a hat sich im Laufe der 
Zeit wieder in einen normalen L-Stamm zuriickgebildet. 

An diese Stammgruppen schlieBen sich die Gruppen Tb 608, 
Ist 299 und Ist 313 dicht an. Insbesondere ist diesen Staémmen die 
auffallige violette Fiairbung des Agars gemeinsam. Die Iso-rhodomycin- 
bildung liegt bei ihnen auf Glyc.-Glyk. meist unter 10%. Alle bilden 
auf Gluc.-Pept. im Gegensatz zur Maria-Gruppe etwa halb soviel 
Rhodomycin wie auf Glye.-Glyk. Bei T%ib 608 und Ist 313 ist die Luft- 
mycelbildung auf Glue.-Pept. gut. Ti#ib 608 und Ist 299 zeigen auf Gluc.- 
Asp. fast gleichstarke Rhodomycinbildung wie auf Glyc.-Glyk. Die 


' Bezeichnung siehe Tab. 1. 
* Rhodomycin schligt im alkalischen Gebiet von Rot nach Blau um. 
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Staémme Jst 299 weichen durch ihren briiunlichen Farbton auf Glyc.- 
Glyk. etwas ab. Die Unterschiede zwischen diesen Stammen sind nicht 
So ausgepragt wie zwischen diesen und Maria und 346. Eine weitere 
Variation der Nahrbéden diirfte aber auch hier eine weitere Abgrenzung 
der Stammgruppen bringen. 


Die Stammgruppe Piirk 271 ist sehr variabel und als einzige Gruppe 
nicht gemeinsam zu charakterisieren. Die Stimme P 2, P 3 und P 3a 
ahneln in ihrem Aussehen auf Glyc.-Glyk. stark den Ist 299-Stammen. 
P I dagegen sieht aus wie ein Maria-Stamm ohne Farbe. Interessant in 
bezug auf die Rhodomycinbildung ist P 2a. Im Aussehen auf Glyc.- 
Glyk. und im Farbton erinnert er an die Liid-Stamme, besonders an L /. 


Das Verhalten der einzelnen Parallelkulturen ist in den 
meisten Fallen gleich. Bei einigen weichen die Parallelkulturen jedoch 
stark voneinander ab. In bezug auf das Rhodomycin-Bildungsvermégen 
haben wir starke Abweichungen bei den Stéimmen: P / und P Ja, P 2, 
P2a,I1,1 1a, L 3, L 8a (teilweise in Tab. 3 nicht aufgenommen). Bei 
PlIund I7/ ging das Rhodomycin-Bildungsvermégen fast vollstaindig 
verloren, bei P 2a und L 3a trat starke Steigerung ein. 


Der Einflu8 der Vorkultur war in keinem Falle so, wie er nach den 
Ergebnissen von SPOHLER (1953) zu erwarten war. Die Auswirkung auf 
die Gesamtausbeute in der Nachkultur ist gering. In einzelnen Fallen (bei 
M nach Nahragar, bei L 4 und L 4a nach NaNO,-Glyc.-Agar) war eine 
leichte Steigerung, in anderen Fallen (bei M nach Haferflockenagar, 
ebenso bei 346) eine schwache Depression zu verzeichnen. Die auf den 
verschiedenen Nahrbéden gesteigerte Iso-rhodomycinbildung wirkt sich 
nicht oder nur schwach auf die Nachkultur aus. Nach Gluc.-Asp. ist die 
Iso-rhodomycinbildung bei den einzelnen Stammen etwas gehoben. 

Der Wert der Vorkultur scheint vor allen Dingen in einer all- 
gemeinen Erfrischung zu liegen. Insbesondere die Luftmycelbildung 
ist nach einzelnen Vorkulturen (Gluc.-Pept., Gluc.-Asp. und besonders 
nach Haferflockenagar) stark gesteigert. [Siehe auch Angaben von 
Erikson (1947), LinpeEnBErN (1952), Writiams u. McCoy (1953).] Dies 
wirkt sich in besserem und schnellerem Anwachsen bei neuer Beimpfung 
aus. Bei groBen Ansatzen in P-Kolben kann so mit den aufgefrischten 
Stiémmen ohne weiteres eine Steigerung der Gesamtausbeute erzielt 
werden. Wichtig ist natiirlich — und das gilt vor allem fir groBere 
Ansitze — zu wissen, daB das Rhodomycin-Bildungsvermogen trotz 
Vorkultur erhalten bleibt. Es ist also méglich, sofort von der gut verspor- 
ten aufgefrischten Ausgangskultur auf dem Erfrischungsagar auf die 
Fermentationskolben abzuimpfen. 

Auf den verschiedenen Nahrbéden zeigten die Stamme folgendes 


Aussehen : 
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CGa-Malat: Der Nahrboden wurde zu sauer angesetzt (px 6,2). Deshalb waren 
nur gréBere Impfstiicke, aber keine Sporen angewachsen. Bei den angewachsenen 
Kulturen zeigte sich gute Luftmycelbildung und kraftiges Wachstum. Rhodomycin- 
bildung maBig. 

Gluc.-Pept.: Wachstum und Luftmycelbildung mittelmaBig. Nur 346 bildete 
kein Luftmycel. Rhodomycinbildung bei den einzelnen Stammen verschieden. Der 
Gehalt an Iso-rhodomycin war gegentiber Glyc.-Glyk. etwas erhéht. Neben Rhodo- 
mycin wurde auch noch ein braunes Pigment gebildet. 

Gluc.-Asp.: Gutes Wachstum, insbesondere die Luftmycelbildung war stark 
gefordert. Die Oberflache der Kulturen war unregelmaBig lécherig. Die erzeugte 
Rhodomycinmenge betrug etwa die Hialfte bis ein Drittel der auf Glyc.-Glyk. ge- 
bildeten Menge. Nur bei 7%ib 608 und Ist 299 war die Rhodomycinbildung so groB 
wie auf Glyc.-Glyk. Die Bildung von Iso-rhodomycin ist besonders stark. 

NaNO,-Glyc.: Wachstum kraftig, jedoch schien ein Grofteil der Sporen nicht 
gekeimt zu sein. Deshalb bildeten sich nur einzelne Kolonien. Luftmycelbildung 
maig, Rhodomycinbildung stirker als auf Glyc.-Glyk. Auch die Erzeugung von 
Iso-rhodomycin war gesteigert. Kein dunkelbraunes Pigment tritt auf. 

Nahragar: Wachstum schwach, es bildeten sich nur diinne Decken oder einzelne 
kleine Kolonien aus, mit wenig oder ganz ohne Luftmycel. Es wird wenig bis kein 
Rhodomycin gebildet. Im Agar und im Mycel wurde ein dunkelbraunes Pigment 
erzeugt. Dieses fehlt bei 346 fast ganz. 

Hefeagar: Meist kraftige Kolonien mit wenig Luftmycel; dies war meist am 
Rand der Kolonien. Das Mycel von oben schmutzig grau, von unten schwach rétlich 
bis braun. Rhodomycinbildung maBig bis schwach. 

Haferflockenagar: Meist eine zusammenhangende diinne Decke. Das Luft- 
mycel war sehr stark ausgebildet. Oberfliche der Kulturen mehlig mit unregel- 
maBigen Léchern und stark tropfend. Rhodomycinbildung schwach, Iso-rhodomycin- 
bildung etwas angehoben. 


Fiir die weitere Arbeit ergab sich aus dieser Versuchsserie folgendes: 
Die Stamme einer Gruppe, ja selbst Geschwisterkulturen, schwanken oft 
sehr stark in ihrem Rhodomycin-Bildungsvermégen. Es ist wahrschein- 
lich, daB alle Kulturen in dieser Hinsicht Populationen darstellen. Eine 
Steigerung der Rhodomycinbildung scheint daher am besten méglich 
durch Auslese der Stiimme mit dem héchsten Rhodomycin-Bildungs- 
vermogen. 

Im Hinblick auf die Iso-rhodomycinbildung scheint dieses Verfahren 
keinen allzu groBen Erfolg zu versprechen. Die Schwankungen im Iso-_ 
rhodomycin-Bildungsvermégen sind bei den einzelnen Stammgruppen 
viel kleiner. Hier sind die Schwankungen, die durch Abanderung der 
Nahrboden hervorgerufen werden, viel stirker. In einzelnen Fallen 
(z. B. Stamm M 2a Nahragar Nachkultur 54% Iso-rhodomycin, Stamm 
3a Gluc.-Asp. 2% Iso-rhodomycin) war eine Stimulation bzw. Hemmung 
der Iso-rhodomycinbildung ganz entgegen der Norm erfolgt. Nach der 
sonstigen Kinheitlichkeit der Reaktion war nicht anzunehmen, daB es 
sich um eine reproduzierbare Abweichung einzelner Stiimme handelt. Es 
war vielmehr wahrscheinlich, daB kleine Abweichungen in den Niahr- 
béden diese Extremwerte bedingten. Diese Abweichungen lassen sich 
beim Abfiillen von Agarnihrbéden, bei denen ein Teil der Nahrsalze 
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ausgefallen ist, nie ganz verhindern. Es mufte also, um die Iso-rhodo- 
mycinbildung zu steigern, versucht werden, durch Variation der Nahr- 
stoffe diese Abweichungen nachzuahmen. Gleichzeitig war natiirlich auch 
eine Steigerung der Gesamtausbeute durch Wahl passender Ernahrungs- 
bedingungen zu erwarten!. 

Da die Stamme sich zwanglos in Gruppen einteilen lassen, geniigte es, 
die weiteren Untersuchungen an typischen Vertretern dieser Gruppen 
auszufihren. Fir die weiteren Versuche wurden verwendet: 


Maria-Gruppe: .... M2a (0,26mg; 15%) 
346-Gruppe: .. ear), (0,11 mg; ae 
Liid-Tiib-Ist- Gruppe: . L4a (0,33 mg; 3%) 
Pirk-Gruppesw..- ea. ~~ ca (048i me; 200; ye 


In Klammern steht die durchschnittliche Rhodomycinbildung auf Glyc.-Glyk.- 
Agar in Milligramm je Schragréhrchen und mittlerer Gehalt an Iso-rhodomycinon 
in Prozent. 

Alle diese Stémme wurden auf je einen Roux-Kolben abgeimpft. diese Kolben 
lieferten fiir die weiteren Untersuchungen das Impfmaterial. 

Von verschiedenen Autoren, insbesondere von WAKSMAN (1919 und 
1950), LiesKe (1921) und Orskov (1923) war immer wieder auf die groBe 
Variabilitat der Actinomyceten hingewiesen worden. LIESKE lehnte sogar 
die Moglichkeit einer Klassifizierung aus diesen Griinden ab. Dies wird 
verstaindlich, weil Linske noch keine rein synthetischen Nahrboden ver- 
wendet hatte und damit immer mehr oder weniger grobe Schwankungen 
seiner Kulturmedien hinnehmen muBte. 

Auch bei den vorliegenden Untersuchungen schien bei oberflachlicher 
Betrachtung eine Einteilung der Isolierungen nur schwer moglich. Schon 
kleine Anderungen in der Zusammensetzung des Nahrbodens ergaben 
anderes Wachstum und andere Farbtone des Mycels und des Agars. (Bei 
demselben Stamm kénnen leicht Farbténe von Gelb-orange tiber Purpur 
bis Dunkelviolett erzielt werden.) Die genaue Untersuchung zeigte jedoch 
den Wert der einzelnen Merkmale fiir die systematische Gliederung und 
damit auch die Méglichkeit zur Abgrenzung der Gruppen. Fiir die Klassi- 
fizierung und Abgrenzung von Stammgruppen diirfte es also von Wichtig- 
keit sein, nicht nur die Reaktionsnorm eines einzelnen Stammes, sondern 
durch Untersuchung méglichst vieler, aus dem Typenstamm isolierten 
Substiimme auch die Variationsbreite zu bestimmen. Nur auf diese Weise 
lassen sich systematisch wertvolle Merkmale erkennen. 


Variabilitat der Stimme M 2a, P2a und 1. 


Um Spitzenausbeuten an Rhodomycin zu erhalten, war es neben der 
Suche nach optimalen Nahrungsbedingungen wichtig, die besten Rhodo- 
mycinbildner auszulesen. Wie schon weiter oben ausgefiihrt wurde, 


1 Weitere Untersuchungen siehe FRomMER (1955). 
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handelt es sich bei langer gehaltenen Kulturen stets um Populationen. 
Wie stark nun aber bei den Gliedern dieser Stéimme die Schwankungen 
in dieser wie auch in Hinsicht auf andere Eigenschaften sind, war nicht 
bekannt. Um eine Ubersicht dariiber zu bekommen, wurden Sporen- 
suspensionen angelegt und damit Platten beimpft. 


Wichtig fiir solche Untersuchungen war vor allen Dingen, da die Kolonien auf 
den Platten von einzelnen Sporen abstammen. Dafiir kam wegen der notwendigen 
Massenuntersuchung nur folgende Methode in Frage. Schwemmt man die Oberflache 
einer Kultur mit Wasser ab, so erhalt man eine Suspension, die neben einzelnen 
Sporen auch Mycelstiicke und viele zusammenhangende Sporen enthalt. Um nahezu 
reine Sporensuspensionen mit nur einzelnen Sporen zu erhalten (99,99), wurde 
von der Ausgangskultur ein Stiick gutbewachsener Oberflache mit dem Platinspatel 
abgestochen und in einem Erlenmeyer-Kolben mit sterilem Wasser und Glas- 
kugeln 1 Std geschiittelt. Die so erhaltene Suspension wurde erst, um die ganz 
groben Teile abzutrennen, durch ein Schleicher u. Schiill-Filter 597 und dann durch 
ein Schleicher u. Schiill-Filter 602 h filtriert. Die Keimzahl auf Kocuschen Platten 
verringerte sich dadurch auf etwa 1: 1000. 

Diese filtrierten Suspensionen dienten als Ausgangslésung fiir die Verdiinnungs- 
reihen. Von jeder Verdiinnungsstufe wurden je 0,2 cm® mit einem sterilen Glas- 
spatel auf dem bereits erstarrten Nahragar einer Platte ausgestrichen. Bebriitung 
bei 28°C. Die Keimzahlbestimmung erfolgte nach fiinf Tagen. Die Ausgangs- 
suspension wurde dann je nach der je Platte gewiinschten Keimzahl verdiinnt. Bis 
zu diesem Zeitpunkt wurde die Ausgangssuspension bei 3—5° C aufbewahrt. 

Wie die vorhergehenden Versuche gezeigt hatten, ergab NaNO,-Glycerin-Agar 
die besten Rhodomycinausbeuten. Auf diesem Niaihrboden war aber das Wachstum 
schlecht; nur verhaltnismaBig wenig Sporen keimten und diese auBerdem in zeit- 
lich groBen Abstiinden. Fiir die folgenden Versuche wahlte ich daher den Glycerin- 
Glykokoll-Nahrboden. 


A. Varianten bei den Sttiimmen. 


Ks wurden in der oben beschriebenen Weise von den Stammen /, M 2a und P 2a 
Platten hergestellt. Die Auswertung der Platten erfolgte nach sieben Tagen. Bei M 2a 
wurden alle, bei / ein groBer Teil der vom Normaltyp abweichenden Formen auf 
Schragrohrchen abgeimpft. 

Stamm /: Normaltyp: Kraftige Kolonien mit weifem Luftmycel. Kolonien 
anfangs auf der Unterseite leicht briunlich, spater schwach rosa. Die Farbstarke der 
Kolonien war verschieden. Im Vergleich zu den Stammen M 2a und P 2a war die 
Farbe bei allen jedoch sehr schwach. Es war bei vielen eben noch ein roter Farbton 
zu erkennen. 

Von den 5771 ausgezihlten Kolonien waren 5701 normal. 53 Kolonien hatten 
kein Luftmycel. Davon waren 24 normal gefarbt, 18 waren vollkommen wei oder 
héchstens schwach gelblich, 11 waren ganz schwach rétlich. Von diesen blieben bei 
der Abimpfung nur die vollkommen weiBen konstant. Die gefarbten und schwach 
gefarbten zeigten in der Nachkultur oft an einzelnen Stellen etwas Luftmycel (siehe 
auch T2). 

13 Kolonien waren ausgesprochene Zwergkolonien. Meist war das Luftmycel sehr 
schlecht ausgebildet, oder es fehlte ganz. Die Farbe war schwach oder fehlte voll- 
standig. Diese Zwergkolonien wuchsen in der Nachkultur meist nicht an. In einzelnen 
Fallen erzeugten sie neben Zwergkolonien wieder normale. 

3 Kolonien zeigten normale gute Luftmycelbildung, aber keine Farbe. Bei diesen 
traten in der Nachkommenschaft immer einzelne Farbstoffbildner auf. 
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Ks ist bei diesem Stamm bemerkenswert, da die sch wach gefarbten und 
ganz besonders die véllig weiBen Kolonien viel schneller wachsen als die 
Farbstoffbildner. So hatte z. B. auf einer Platte eine farblose Kolonie 
ohne Luftmycel nach langerer Bebriitung einen Durchmesser von 1,2 bis 
1,4 cm. Die auf derselben Platte gewachsenen farbstoffbildenden Kolo- 
nien waren kaum 1/, cm im Durchmesser. Es ist also leicht verstandlich, 
wenn bei solchen Stémmen im Laufe der Zeit die Fahigkeit zur Rhodo- 
mycinbildung verlorengeht. Die Rhodomycinbildner werden einfach 
tberwachsen. Es scheint so, als ob die Mycelbildung mit steigendem 
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Abb. 2. Varianten bei Stamm M 2 a— Oberseite. Abb. 3. Varianten bei Stamm M 2 a— Unterseite. 


Rhodomycin-Bildungsvermogen schwacher wird. Man muf also die 
Farbstoffbildner durch dauernde Auslese schiitzen. 

Allerdings treten auch bei den ungefarbten Stammen immer wieder 
gefarbte auf. Ob es sich hierbei um Mutationen oder um Auftrennung 
(irgendwelcher Art) verschiedenartigen Erbguts handelt, ist unbekannt. 


Stamm M 2a: Normaltyp: starke Luftmycelbildung, Luftmycel weiB. Kolonien 
unterseits stark rot bis violett gefarbt (siehe Abb. 2 u. 3 Typ NV). Es wurden 
458 Kolonien ausgezahlt. 434 waren normal. 

7 Kolonien zeigten kein Luftmycel, oberseits und unterseits rot. Sie bildeten 
in der Nachkultur immer wieder an einzelnen Stellen etwas Luftmycel (siehe Abb. 2 
u. 3 Typ A). 

2 Kolonien zeigten nur am Rande etwas Luftmycel. Sie sahen jedoch in der 
Nachkultur wie die Normaltypen aus. Dies ist ohne weiteres verstandlich, da ja die 
Fahigkeit zur Luftmycelbildung bei einer Abimpfung auslesend wirkt. 

8 Kolonien zeigten mehr oder weniger gut ausgebildetes Luftmycel, daneben aber 
keine Farbstoffbildung. Es wurde héchstens etwas brauner Farbstoff gebildet. 
Diese Typen waren in der Nachkultur sehr bestindig (siehe Abb. 2 u. 3 Typ B). 

5 Zwergkolonien wurden gefunden. 2 davon zeigten in Nachkultur Farbstoff- 
bildung. Eine davon hatte gute Luftmycelbildung, die andere nur an einzelnen 
Stellen. Beide bildeten in Nachkultur nur Zwergkolonien aus. 2 andere zeigten in 
Nachkultur neben Zwergkolonien etwa in gleicher Zahl Kolonien normaler GréBe. 
Bei einem davon alle ohne Luftmycel und mit Farbe, beim anderen alle mit Luft- 
mycel, ohne Farbe. Eine Kolonie wuchs in der Nachkultur nicht an, 
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Stamm P 2a: Die einzelnen Kolonien sahen bei diesem Stamm sehr verschieden 
aus: Bei einem Teil der Kolonien war eine liickenlose, dichte Luftmyceldecke auf 
der ganzen Oberfliche gebildet worden, andere Kolonien zeigten tiberhaupt kein 
Luftmycel. Saimtliche Ubergiinge zwischen diesen Extremen wurden beobachtet. 
Meist war an einzelnen Stellen der Kolonieoberflachen Luftmycel vorhanden (siehe 


Abb. 4). 
Auch die Farbstoffbildung schwankte sehr stark. Einzelne Kolonien waren unter- 


seits tief-dunkelviolett, andere nur hell rosa. Samtliche Ubergange zwischen diesen 
wurden beobachtet. 

Dieser Stamm zeigte auf Glycerin-Glykokoll mafige Luftmycelbildung. 
Nach Haferflockenkultur war die Luftmycelbildung stark gesteigert. 
Die Kulturen zeigten dann eine zu- 
sammenhingende  Luftmyceldecke. 
Fiir die Erklarung dieser Regenera- 
tion blieben 2 Modglichkeiten: ent- 
weder wurden auf Haferflocken die 
guten Luftmycelbildner ausgelesen 
oder die Luftmycelbildung wurde 
durch diese Passage bei allen Gliedern 
der Population gleich stimuliert. 

Auf Platten nach Vorkultur auf 
Haferflockenagar zeigte die Luft- 
Abb. 4. P 2a: verschiedene Kolonietypen. mycelbildung bei den einzelnen Ko- 

lonien aber dieselbe Variabilitat. Es 
diirfte sich also bei der Regeneration der Luftmycelbildung durch Hafer- 
flockenvorkultur um eine ,,Stimulation’: und keine Auslese handeln. 


Ks wurden insgesamt 723 Kolonien ausgezihlt. Eine Typenbildung war jedoch 
wegen der flieBenden Uberginge nicht méglich. Ich isolierte 113 Kolonien, die 
etwas abweichend aussahen. In nur zwei Fallen erwies sich in der Nachkultur ein 
deutlicher Unterschied von der Normalkultur als bestandig. Diese beiden Kolonien 
bildeten keinen Farbstoff und kein Luftmycel. Es waren leicht gelblich gefiarbte, 
schleimige Kolonien. 


B. Variation des Rhodomycin- Bildungsvermogens. 


Zur Durchtestung einer groRen Menge einzelner Kolonien wahlte ich ein Ver- 
fahren nach KeLNer (1948b). In Petri-Schalen mit planem Boden wurden unter 
sterilen Bedingungen 10 cm* des Glye.-Glyk.-Agars als Wachstumsschicht gegeben. 
Nach dem Erkalten gab ich dazu 0,2 cm* einer Sporensuspension des zu unter- 
suchenden Stammes und verteilte diese mit einem sterilen Glasspatel gleichmaBig 
auf der Agaroberfliche. Die Sporensuspension war so verdiinnt, daB je Platte 
etwa 10—15 Kolonien gebildet wurden. 

Nach 5 Tagen! waren die Kolonien herangewachsen (Durchmesser der Kolonien 
etwa '/>—1 mm). Nun iiberschichtete ich die Wachstumsschicht mit 10 em? 1% igem 
Agar bei 50° C. Dieser Agar bildete die Diffusionsschicht. 


L Tine lancera i sro} : 
Kine langere Bebriitung ergibt zu groBe Zonen. Es lassen sich dann auf einer 
Platte nur noch wenige Kolonien testen. 
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Nach dem Erkalten wurde dariiber die Testschicht gegossen. Diese bestand aus 
3 cm Bakteriennahrboden! mit 0,25 % Agar und war mit 0,2 cm? einer eintagigen 
Kultur von Staphylococcus pyogenes var. aureus im selben Nahrmedium beimpft. 
Diese Platten wurden bei 37° C bebriitet. Nach 24 Std wurden die Zonen ausge- 
messen (siehe Abb. 5). 

Der Diffusionsagar bewirkte eine starke Verkleinerung der Hemmzonen. Dadurch 
war es moglich, eine gréBere Zahl Kolonien auf einer Platte zu testen. AuBerdem 
wurden die Streptomyceten 
und die Testbakterien raum- 
lich voneinander getrennt. 
Dadurch konnten die Strep- 
tomycetenkolonien _ leichter 
ohne Verunreinigung durch 
das Testbakterium _ isoliert 
werden. 

Die Testschicht war nach 
der Bebriitungszeit zu einem 
diinnen Hautchen zusammen- 
geschrumpft (0,25% Agar!) 
und konnte leicht bei der Iso- 
lierung der Kolonien entfernt 


werden. 

Auf diese Weise wurden 
Kolonien von M 2a und von Abb.5. Hemmzonen bei Stamm P 2a gegen Staphylococcus 
P 2a vor und nach der Hafer- pyogenes var. aureus. 


flockenvorkultur ausgetestet. 
Ablesung erfolgte nur in 
ganzen Millimetern. Alle, 
die dieselben Zonen hatten 
(+ 0,5 mm), wurden in die- 
selben Gruppen eingestuft. 
Die Kurve in Abb. 6 gibt die 
Verteilung bei Stamm M 2a 
wieder. 


———- 


Zah/ der Kolonien 


Es ergaben sich in allen 
Fallen Wahrscheinlich- 
keitsverteilungskurven, 
wie es fiir Populationen LS 
zu erwarten war. Die Hau- Abb. 6. Haufigkeitsverteilung der Hemmzonen bei M 2a. 


figkeitsmaxima der mit ; 
dieser Methode erkennbaren Hemmzonen liegen beiStamm M 2a bei 2mm- 


Zonen. Bei Stamm P 2a bei 4 mm-Zonen. (Vergleiche die Rhodomycinon- 
bildung auf Glyc.-Glyk.-Agar: 0,26 und 0,48 mg je Schragrohrchen.) 

Notwendig ist fiir einen solchen Vergleich natiirlich die genaue 1 
haltung der Bebriitungszeiten. Eine langere Bebrutung um 9—12 Std 
bis zum Aufbringen der Testschicht macht sich in einer starken Ver- 
flachung der Verteilungskurven bemerkbar. 


11% Glucose, 0,5% Bacto-Pepton (Difco), 1,2% K,HPO,, px 7,2. 
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Wichtig fiir die Gewinnung von Rhodomycin war nun die Frage, ob 
Kolonien mit einer groBen Hemmzone auch tatsichlich entsprechend 
gréBere Rhodomycinausbeuten erzielen lassen, d. h. ob die verschieden 
groBen Zonen bei verschiedenen Kolonien auf genetischen Unterschieden 
beruhen, oder ob sie rein modifikatorisch bedingt sind. (Auch in diesem 
Falle sind Wahrscheinlichkeitsverteilungskurven zu erwarten.) 


Wie schon bei der Anlage der Einsporisolierungen beobachtet wurde, keimen 
die Sporen verschieden schnell. (Zwischen 36 Std und 6 Tagen, die allermeisten je- 
doch etwa 48 Std nach der Isolierung.) Eine spat gekeimte Kolonie kann also, trotz 
guten Rhodomycin-Bildungsvermégens, zur Zeit des Tests nur wenig Rhodomycin 
erzeugt haben und bildet deshalb keine oder nur eine sehr kleine Hemmzone aus. 


Es wurden von P 2a 45, von M 2a 11 der Kolonien mit den gr6Bten 
Hemmzonen isoliert und die Rhodomycinbildung auf Glyc.-Glyk.-Agar 
gemessen. 

Bei P 2a zeigten alle auBer 2 Isolierungen eine starkere Rhodomycin- 
bildung als der Ausgangsstamm. 6 Stamme bildeten mehr als 0,8 mg, 
einer sogar iiber 0,9 mg Rhodomycinon je Schragrdhrchen. Unterschiede 
zwischen den Kolonien mit und ohne Haferflockenagar-Vorkulturen 
waren nicht zu erkennen. 


Bei M 2a zeigten 3 Isolierungen eine geringere Rhodomycinbildung 
als der Elternstamm. Beim Elternstamm machten sich aber schon bei 
der nachsten Abimpfung starke Degenerationserscheinungen bemerk- 
bar. Er bildete kaum noch Luftmycel und auch fast kein Rhodomycin 
mehr. Auch 2 der 3 schwach Rhodomycin bildenden Isolationen zeigten 
Degenerationserscheinungen. Die schwache Rhodomycinbildung in der 
Nachkultur war also in diesem Falle der schnellen Degeneration zuzu- 
schreiben. Die restlichen 8 Isolierungen bildeten alle mehr Rhodomycin 
als der Elternstamm vor der Degeneration, in einem Fall 0,44 mg Rho- 
domycinon je Schragréhrchen. Durch rechtzeitige Auslese waren also 
beim Stamm M 2a nicht degenerierte Stiimme mit gutem Rhodomycin- 
Bildungsvermégen erhalten geblieben. 


Die Iso-rhodomycinbildung war bei den Isolierungen ungefahr gleich — 
der der Elternstimme. 


Die Steigerung der Rhodomycinausbeute geht aber nicht streng 
parallel mit dem Durchmesser der Hemmzonen. So kénnen z. B. Iso- 
lierungen, die einen Zonendurchmesser von 7 mm erzeugt haben, durch- 
aus soviel oder mehr Rhodomycin bilden, als solche mit 12 mm-Zonen. 
Im allgemeinen ist jedoch auch mit einer groBen Hemmzone ein starker 
Rhodomycinbildner verbunden. Diese Methode ist also zur Auslese 
besonders starker Antibioticabildner gut geeignet. 


Kin Teil der isolierten Kulturen (M 2a) wurde auf einer Schiittel- 
maschine angesetzt. Alle auf Schragréhrchen dem Elternstamm in der 
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Rhodomycinbildung iiberlegenen Kulturen bildeten auch unter diesen 
Bedingungen in Glycerin-Glykokoll-Nahrldsung mehr Rhodomycin als 
der Elternstamm (bis zu 65 mg Rhodomycinon je Liter Kulturlésung). In 
einer anderen Nahrlésung (NaNO,-Glye.-Lésung) war jedoch der Eltern- 
stamm tberlegen, der.28 mg Rhodomycinon/I-Kulturlésung gegeniiber 
im besten Fall 17 mg bei den ausgelesenen Stiimmen bildete. 

Die Tatsache, das die auf einem Nahrboden stirker produzierenden 
Stémme nicht notwendig auch auf anderen Nahrbéden die stirksten 
Produzenten sind, ist bei anderen Antibiotica schon verschiedentlich 
beschrieben worden [Waxsman (1950), Savace (1949), Ketnur (1948), 
PITTENGER u. McCoy (1953)]. Die Stiamme wurden ja auch nur nach einem 
Gesichtspunkt — in diesem Fall starke Rhodomycinbildung auf Glycerin- 
Glykokoll-Agar — ausgelesen. Die Fahigkeit kann durch verschieden- 
artige genetische Strukturen bedingt sein. Veranderte AuBenbedingungen 
kénnen also auf die Rhodomycinbildung der einen Isolierung einen 
fordernden, auf die der anderen einen hemmenden EinfluB haben. 


Zusammenfassung. 


Verschiedene Einsporisolationen- aus 7 verschiedenen Stéammen von 
Streptomyces purpurascens werden beschrieben. Ihre Rhodomycinbildung 
unter verschiedenen Bedingungen wurde gemessen und die Rhodo- 
mycinzusammensetzung bestimmt. 

_ Alle St&émme lassen sich entsprechend ihrer Herkunft in Gruppen 
einteilen. 

Der Einflu8 der Vorkultur auf die Rhodomycinbildung der Nachkultur 
ist gering. 

Von einzelnen Stémmen werden die Varianten beschrieben. Mit Hilfe 
eines Plattentestes wurden die besten Rhodomycinbildner ausgelesen. 
Auf diese Weise konnten betrachtliche Ausbeutesteigerungen erzielt 
werden. 


Meinen verehrten Lehrern, den Herren Professoren Dr. A. Rippen und Dr. H. 
BRocKMANN, mochte ich fiir Anregungen und Unterstiitzung bei der Durchfiihrung 
der Arbeit danken. 
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Zur elektronenmikroskopischen Darstellung 
der Feinstruktur von Rhodospirillum rubrum*. 
(Ergebnisse einer neuen, einfachen Diinnschnittmethode.) 


Von 
W. NIKLOWITZ und G. DREWs. 


Mit 5 Textabbildungen. 
(Hingegangen am 20. Juni 1955.) 


Uber die Feinstruktur der Bakterienzelle und ihrer Einschliisse kann 
bisher nur wenig ausgesagt werden. Der lichtmikroskopischen Analyse 
der in Frage kommenden Strukturelemente ist auf Grund des begrenzten 
Auflésungsvermégens nur untergeordnete Bedeutung beizumessen. Neue 
Wege haben hier die Elektronenmikroskopie und vor allem die Fort- 
schritte in der Anfertigung von Ultradiinnschnitten erdffnet (Ss6- 
STRAND 1953; BrrcH-ANDERSEN u. Mitarb. 1953, 1954; CHAPMAN u. 
Mitarb. 1953). 

Durch Anwendung farberischer und chemischer Methoden wurden an 
Rhodospirillum rubrum bestimmte Zellbestandteile nachgewiesen 
(Drews 1955), deren Feinstruktur aber mit dem Lichtmikroskop nicht 
aufgelost werden konnte. Es erschien deshalb angebracht, dieses Objekt 
elektronenmikroskopisch zu untersuchen. Ein besonderer Anreiz fiir das 
Studium der Substruktur gerade dieser Bakterien lag ferner darin, daB 
die Rhodospirillen Assimilationspigmente besitzen, die nach PARDEE u. 
Mitarb. (1952) auch bei diesen Organismen an bestimmte Struktur- 
elemente gebunden sind. In der vorliegenden Arbeit méchten wir die 
Vorstellungen mitteilen, die wir uns an Hand von Diinnschnitten bilden 
konnten. 


Rhodospirillum rubrum (Stamm S) wurde in Agar- und Flissigkeitskulturen 
angezogen. Die Kulturmethodik ist kiirzlich beschrieben worden (DREws 1955). Aus 
Flissigkeitskulturen wurden die Spirillen abzentrifugiert (330 g) und in der Fixie- 
rungsfliissigkeit resuspendiert. Die auf festen Nahrbéden gewachsenen Spirillen 
wurden mit dem Fixierungsmittelabgeschwemmt. Als Fixierungsfliissigkeiten dienten 
die Lésungen nach Cuampy (siehe Romets § 972; Dauer 24 Std) mit anschlieBender 
Nachchromierung nach Recaup (48 Std) bzw. die gepufferte OsO,-Losung (px 7,5; 
3 Std) nach Patan (1952) unter Zusatz von 0,4% NaCl. Das fixierte Material wurde 
mit aqua dest. gewaschen und in tiblicher Weise tiber Alkoholstufen steigender 
Konzentration entwissert. Die Einbettung erfolgte nach Newman, Borysko u. 
SweERDLOw (1949) mit Metacrylat, wobei wir eine Mischung von 10 Teilen Metacryl- 
sdurebutylester und 4 Teilen Metacrylsiuremethylester (Stickstoffwerke Piesteritz) 


* Herrn Prof, Dr. To. Herzoc zu seinem 75. Geburtstag gewidmet. 
Q* 
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fiir unsere Schnittmethode als geeignet fanden. Als Katalysator verwandten wir 
eine mit 2,4-Dichlorbenzoylperoxyd gesittigte Metacrylsiurelésung. Die Poly- 
merisation erfolgte bei 47° C. 

Fiir die Herstellung der Diinnschnitte, iiber die in der vorliegenden Arbeit be- 
richtet wird, stand ein Ultramikrotom der Firma Sartorius, Gottingen, zur Ver-— 
fiigung. Es handelt sich dabei um ein Doppelzylindermikrotom mit einem mecha- : 
nischen Vorschub. Dieses Modell weicht in seinem Bauprinzip (mechanischer 
Vorschub) von den in der elektronenmikroskopischen Schnittechnik heute iiblichen 
(thermischer Vorschub) ab. Um mit diesem Instrument Schnitte anfertigen 20 — 
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Abb. 1. Teilansicht des Sartorius Mikrotoms. Priparat- und Messerhalterung: a Fliigelschraube. 
6 Neapler-Priiparatklammer. ec Druckobjekthalter. d Glasmesser. 


kénnen, die sich fiir die Feinstrukturanalyse der Bakterienzelle eignen, wurde ein 
»,Druckvorschub“ entwickelt, der ohne Zuhilfenahme des mechanischen Vorschub- 
systems arbeitet. Der Praparatblock wird zwischen die Klemmbacken eines ,, Druck- 
objekthalters* (Abb. 1c) gebracht und mit diesen in die Neapler-Praparatklammer 
(b) des Mikrotoms eingesetzt. Durch das Anziehen der Fliigelschraube (a) werden die 
Klemmbacken zusammengepreBt und tiben auf den Priparatblock einen ent- 
sprechenden Druck aus. Dieser Druck bewirkt einen kontinuierlichen Vorschub, der 
es zulaBt, 50 und mehr Einzelschnitte zu fiihren. Der Vorgang kann mit einem 
Block mehrfach wiederholt werden. Bei Benutzung des mechanischen Vorschub- 
systems des Mikrotoms ist es im allgemeinen nicht méglich, Schnitte zu erhalten, die 
sich fiir die Feinstrukturanalyse eignen. Es lassen sich aber mit diesem Mikrotom, 
sowie Geraten ibnlicher Konstruktion, geeignete Schnitte herstellen, wenn man das 
oben beschriebene Prinzip des Druckvorschubs anwendet. 

Es wurde mit Glasmessern aus Jenaer-Geraiteglas 20 geschnitten. Aus etwa 
6 mm dicken Glasplatten (20 x 50 cm) wurden etwa 2 x 20 cm messende Streifen 
mit dem Diamanten vorgeritzt und abgeschlagen. Diese Glasmesser wurden im 
Gegensatz zu Larra u. HARTMANN (1950) wie normale Mikrotommesser eingespannt. 


Feinstruktur von Rhodospirillum rubrum. 125 


Geschnitten wurde mit der unteren Bruchkante der Breitseite des Glasstiickes 
(Abb. 1d). Der Schnittwinkel betrug ungefahr 5°. Mit dieser Methode konnte 
die gesamte Flache des Praparatblockes geschnitten werden. Bei geeigneten Messern 
treten nur selten Kratzspuren auf. 


Abb. 2. Liingsschnitt durch Rhodospirillum rubrum, PALADE Fix. 
Originalaufnahme: 18000 x, nachvergréfert. 


Abb. 2a. Ausschnitt aus Abb. 2; Aussehen der Granula vor stiirkerem HElektronenbeschub. 
Abb. 2b. Ausschnitt aus Abb. 2; stiirkere Vergroéferung der Doppellamellen; vergr. 100000 , 
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Wie schon erwahnt, erhalt man mit dieser Methode nur Kinzelschnitte, die aber 
auf Grund ihrer GroBe bequem mit einem Haarpinsel aufgenommen und auf einer 
waBrigen Dioxanlésung (50%) gestreckt werden kénnen. Das Einbettungsmittel 
wurde zur Untersuchung nicht entfernt. e 

Die Schnitte wurden mit einem elektromagnetischen Ubermikroskop (100 kV) 
vom Werk fiir Fernmeldewesen ,,WF*, Berlin-Oberschéneweide, untersucht und 
aufgenommen. 

Bei der Betrachtung lebender Spirillen im Phasenkontrast erkennt 
man zahlreiche dunkle Granula. Die gleichen Zelleinschliisse lassen sich 
mit groBer RegelmaBigkeit 
elektronenoptisch in Diinn- 
schnitten darstellen (Abb. 2a, 
3und 4). Gegen das umliegende 
Plasma sind sie scharf abge- 
setzt und von einem hellen Hof 
umgeben. Bei laingerem Elek- 
tronenbeschuf verdampft ein 
Teil der Substanz und es bleibt 
eine waben- oder ringformige 
(Abb. 2) Struktur = zuriick 
(BRINGMANN 1950; KONIG u. 
Mitarb. 1948). Diese Beob- 
achtung sttitzt die bei lichtmi- 
kroskopischen Untersuchun- 
gen gewonnene Vorstellung, 
daB es sich bei diesen Granula 
um Strukturen handelt, an 
deren Aufbau  kondensierte 
Phosphate (Polyphosphate ?) 


Le, fy 


Abb. 3. Dickere Liings- und Querschnitte durch beteiligt sind. 


CHAMPY-fixierte Objekte. Orig.: 5000 “ , nachvergr. Neben den eben beschriebe- 


nen Granula sind in gréBerer 
Anzahl kleine spharische K6rper in der Zelle zu erkennen. Sie stimmen in 
bezug auf ihr Verhalten gegeniiber ElektronenbeschuB mit den gréReren 
Granula tiberein (Abb. 2). Ob zwischen den beiden Granulaformen in 
Hinsicht auf Entstehung und Funktion Zusammenhiinge bestehen, ist 
noch nicht zu entscheiden. 


In etwas dickeren Schnitten erkennt man regelmaBig kontrastreiche 
Gebilde, die peripher angeordnet sind und haufig paarweise in Reihen 
hintereinander liegen (Abb. 3). Es laBt sich nicht ausschlieBen, daB diese 
Gebilde Teile eines zusammenhiingenden, bandférmigen Systems sind. 
Lichtoptisch sind diese Gebilde nicht nachzuweisen. In diinneren 
Schnitten laéBt sich erkennen, daB sie eine lamellare Struktur (Abb. 2, 
4 und 5) in Form von Doppellamellen (Abb. 2b) besitzen. Eine end- 
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giltige Entscheidung iiber die Natur der lamellaren Elemente ist noch 
nicht méglich. Auf Grund der bisherigen Ergebnisse bei der Analyse von 
submikroskopischen Strukturen biologischer Objekte ware an folgende 
Deutungsméglichkeiten zu denken. Ein lamellarer Aufbau ist fiir tierische 
Mitochondrien in mehreren Fallen nachgewiesen worden (SJOSTRAND u. 
Mitarb. 1953; Ruoprn 1954; PatapE 1953). Da es sich bei den hier 
beschriebenen lamellaren Elementen um Mitochondrien handelt, halten 
wir fiir unwahrscheinlich. Die Anordnung der Lamellen zeigt eine Aus- 
richtung parallel zur Langsachse der Gebilde. Bei Mitochondrien ist bisher 


Abb. 4. Lamellare Gebilde im Langsschnitt. PALADE Fix. Orig.: 18000 =, nachvergr. 


jedoch nur eine Orientierung der relativ weit auseinander stehenden 
Lamellen senkrecht zur Lingsachse bekannt geworden. Wir halten es 
eher fiir méglich, die lamellaren Elemente als pigmentfithrende Struk- 
turen anzusehen. Die Anordnung der Lamellen entspricht weitgehend 
dem Bild, wie es in letzter Zeit fiir die Chromatophoren der Algen und 
h6heren Pflanzen mehrfach gezeigt worden ist (LEYON 1954; SAGER u. 
Mitarb. 1954; Srernman 1952; STEFFEN u. WALTER 1955). PARDEE u. 
Mitarb. (1952) haben aus mechanisch zerst6rten Rhodospirillen abge- 
flachte Gebilde isoliert, die einen Durchmesser von ungefaihr 1100 A 
besitzen, aus Proteinen und Ribonucleinsiure bestehen und als Trager 
von Assimilationspigmenten angesprochen werden. Ks ist denkbar, dab 
die von Parpre isolierten Chromatophoren den von uns beobachteten 
lamellaren Gebilden entsprechen. Der Nachweis lamellar strukturierter 
Chromatophoren bei Rhodospirillum rubrum ware sowohl in systema- 
tischer als auch in physiologischer Hinsicht von besonderem Interesse. 

Im Phasenkontrastbild lebender Spirillen sind zentrale Aufhellungen 
zu erkennen, iiber die jedoch bisher keine naheren Aufschliisse zu er- 
halten waren. Die Betrachtung der Diinnschnitte zeigt das Vorhanden- 
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sein ausgepragter Vacuolen. Sie sind durch eine morphologisch distinkte 
Grenzschicht vom Cytoplasma abgegrenzt (Abb. 2). Diese kann in stark 
racuolisierten Zellen die Scheidewand zwischen den Vacuolen sein. 


Die Zellwand ist in unseren Schnitten von Rh. rubrum nicht regel- 


maiBig zu sehen. Offensichtlich steht sie — im Gegensatz zu anderen 
gramnegativen Organismen — in relativ fester Verbindung mit dem 


Plasma und erreicht wohl nicht die Dicke, wie wir sie vor allem in 
Schnitten grampositiver Bakterien beobachten konnten (vgl. auch 


Abb. 5. Lamellare Gebilde und Zellwand im Querschnitt. PALADE Fix. Orig.: 13000 x , nachvergr. 


CHAPMAN u. Mitarb. 1953). Dort, wo die Zellwand zu sehen ist, hat 
man den Eindruck, daf sie, wie auch Houwi1nk (1953) feststellt, aus 
2 Schichten besteht (Abb. 5). 


Die hier mitgeteilten Ergebnisse zeigen, dab Rhodospirillum rubrum 
in seiner Cytologie von der anderer Bakterien abweicht, bzw. neue 
Formelemente erkennen lift. Sie scheinen uns daher geeignet, hier zur 
Diskussion gestellt zu werden. 


Zusammentassung. 


Ks werden Diinnschnitte durch Rhodospirillum rubrum gezeigt, die mit 
einem herké6mmlichen Mikrotom unter Zuhilfenahme eines neuen Vor- 
schubprinzips angefertigt wurden. 

Neben Granula verschiedener Grobe und gegen das Plasma abgegrenz- 


ter Vacuolen sind besondere lamellare Gebilde zu erkennen, deren 
mogliche Natur diskutiert wird. 
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Zur Frage des Einflusses von Spurenelementen 
auf Bacillus asterosporus. 
Il. Der Einflu8 yon Kobalt im Kohlenhydratstoffwechsel*. 


Von 
G. A. DEDIC und O. G. KOCH. 


Mit 5 Textabbildungen. 
(Eingegangen am 11. Juli 1955.) 


Die Untersuchung der Wirkung von Spurenelementen auf Boden- 
bakterien erscheint im Hinblick auf den Spurenelementbedarf der 
hdheren Pflanzen von Bedeutung. In diesem Zusammenhang wurde in 
einer fritheren Arbeit der Einflu® 
einiger Spurenelemente auf Ba- 
cillus asterosporus untersucht (GOR- 
BACH, Depic u. Kocu 1955). Dabei 
konnte, im Gegensatz zu den letal 
wirkenden Elementen Kupfer und 
Zink, bei Bor eine sehr schwache, 
bei Kobalt hingegen innerhalb 
eines engen MKonzentrationsberei- 
ches eine ausgepragte Wachstums- 
steigerung erzielt werden. Bei 
diesen Versuchen wurde auBerdem 


festgestellt, daB im Gegensatz zur 

Abb. 1. Kulturen von Bac. asterosporus. Links: reichlichen Gasbildung bei kobalt- 

mit deutlich sichtbarer Gasbildung bei Kobalt- 

abwesenheit; rechts: ohne sichtbare Gasbildung 

bei 4 y Co/ml, Anwesenheit von optimal wirken- 

der Kobaltmenge — offensichtlich 

fehlte (Abb. 1). In der nachstehenden Arbeit wurde diese Erscheinung 
naiher untersucht, 


freien Kulturen eine solche bei 


Methodik. 

Ks wurde dabei eine von uns bereits beschriebene Nahrlésung verwendet. Neben 
Dextrose dienten als Kohlenstoffquellen noch Saccharose (MALLINCKRODT), Fruc- 
tose (Merck) und Mannit (Merck) in ebenfalls 1% iger Konzentration, da sich diese in 
Vorversuchen tiberall als optimal erwiesen hatte. Der Zusatz von Kobalt zu den ver- 
schiedenen Nahrlésungen erfolgte als Co(NO,), in der optimal ermittelten Konzen- 


lf pe . J ~ - . - . . 
* Teilweise vorgetragen am 20, September 1954 anlaBlich der 6sterreichischen 
Mikrobiologentagung in Innsbruck (DEp1c 1955). 
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tration von 4 y Co/ml. Alle Versuchsansatze enthielten 300 ml Nahrlésung in 300 ml 
Erlenmeyer-Kolben; die Zuchttemperatur betrug 28° C, die Kulturdauer 24 bzw. 48, 
in einigen Fallen auch bis zu 96 Std. Es wurde mit ruhenden und bewegten Kulturen 
gearbeitet. Fiir letztere diente ein von uns entwickeltes, nach dem Magnetriihr- 
prinzip arbeitendes Riihrwerk (Depic u. Kocu 1955). Dieses gestattet, die be- 
wegten Versuchsansatze unter véllig gleichen Bedingungen wie die ruhenden Kul- 
turen zu halten, so da dadurch vergleichende Untersuchungen beider Kultur- 
formen moéglich sind. Die Tourenzahl betrug immer 240 U/min. Das Bakterienwachs- 
tum wurde wieder mittels Triibungsmessung in der bereits friiher beschriebenen 
Weise bestimmt. 

Die wahrend der Kulturzeit gebildete Kohlensiure wurde, in Ermangelung eines 
Warburg-Respirometers, gravimetrisch durch Adsorption an Natronkalk bestimmt 
(Prect u. Roru 1947). Dabei waren die Adsorptionsréhrchen schon von Kultur- 
beginn an auf die Kulturkolben aufgesetzt. Nach beendeter Kulturdauer wurde noch 
in der Nahrlésung enthaltene restliche Kohlensaure durch Einleiten von CO,-freier 
Luft ausgetrieben. Parallel hierzu wurden Blindwerte durchgefiihrt. 

Der Zuckerverbrauch wurde mikrochemisch mittels FmeHi~inascher Lésung iodo- 
metrisch bestimmt (GorBacH 1949). Die Gewinnung der Bakterienmasse zur 
Trockensubstanzbestimmung erfolgte durch Druckfiltration mit Membranfiltern 
(Sorte ,,fein’*, Sartorius, Géttingen). 


Versuchsergebnisse. 


Wachstum und Kohlensdurebildung bei verschiedenen 
Kohlenstoffquellen. 
Dextrose. 

Wahrend beim Studium des Einflusses verschiedener Spurenelemente 
auf das Wachstum von Bac. asterosporus (GORBACH, DEDIC u. Kocu 
1955) in Reagensglasern gearbeitet worden war, mute aus technischen 
Griinden in 300 ml-Erlenmeyer-Kolben geztichtet werden. Wie aus Tab. | 
hervorgeht, betrug die Wachstumssteigerung durch Kobalt bei ruhender 
Kulturform in Erlenmeyer-Kolben nur 45% gegentiber der seinerzeit ge- 
zeigten 100% igen Steigerung in den Versuchsreihen mit Reagensglasern. 


Tabelle 1. Der HinfluB der Kulturform auf das Wachstum von Bac. asterosporus; 
Kulturbedingungen : 300 ml Hrlenmeyer-Kolben, 48 Std, 28° C. 


Wachstum, in absoluter Triibung | Wachstumestetserune 


Kulturform = : ae = is oe ue 
ohne Co mit 4 y Co/ml | EO EOE 
stehend 0,056 0,081 | 45 
geriihrt | 0,080 | 0,145 81 


Dies konnte auf das geainderte Volumen/Oberflachen-Verhaltnis zuriick- 
gefiihrt werden, welches bei den Versuchen in Reagensglasern 10, bei 
denen in Erlenmeyer-Kolben 30 betrug. Bei der Rihrkultur hingegen 
wurde in den Erlenmeyer-Kolben eine den Reagensglasversuchen an- 
naihernd gleiche Wirkung des Kobalts, nimlich eine 81% ige Wachstums- 
steigerung erzielt. Es wurde daher fiir die weiteren Versuche diese bewegte 
Kulturform vorgezogen, die tiberdies auch gleichmabigere Werte liefert. 
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Wie aus Abb. 2 zu ersehen ist, fithrte Kobalt bei der 24stiindigen, noch 
deutlicher bei der 48 stiindigen Kultur zu einer ausgepriigten Wachstums- 
steigerung. Bei Kobaltabwesenheit zeigen die 24- und 48stiindigen Kul- 
turen die gleiche Wachstumsintensitat, sie sinkt nach diesem Zeitpunkt 
infolge Autolyse rasch ab. Die kobalthaltigen Kulturen hingegen zeigen 
bis zu 48 Std ein stetig zunehmendes Wachstum, das auch bis 96 Std ohne 
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Abb. 2. Der KinfluB von Kobalt auf Wachstum und Kohlensiiurebildung yon Bae. asterosporus bei 
Dextrose als Kohlenstoffquelle. 


wesentliche autolytische Verainderungen konstant bleibt. Hinsichtlich 
der Kohlensiurebildung zeigt die kobaltfreie Kultur nach 24 Std einen 
geringen Wert, der aber nach 48 Std auf das 14 fache angestiegen ist. Nach 
48 Std ist die Kohlensiurebildung je Zeiteinheit im Abnehmen. Bei Kobalt- 
anwesenheit ist die gebildete Kohlensiure nach 24 Std mehr als doppelt 
so hoch wie bei Kobaltabwesenheit; dieser Wert bleibt aber auch bei 
langerer Kulturdauer konstant ohne noch weiter anzusteigen. 


Saccharose. 

Die groBte Wachstumsintensitit wurde hier erst nach 48 Std Kultur- 
zeit erreicht, wobei Kobalt in keiner Weise eine Wachstumsforderung der 
Organismen herbeifiihrte (Abb. 3). Auf die Bildung von Kohlensiure im 
Verlaufe der Vergirung dieses Zuckers scheint Kobalt wie bei Dextrose 
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einzuwirken: bei Wachstumsbeginn ist nur bei Kobaltanwesenheit eine 
geringe Menge an Kohlensaure nachweisbar, nach 48 Std ist sie im Kobalt- 
versuch auch bei Saccharose um etwas mehr als 4/; gegentiber der kobalt- 
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Abb. 3, Der Hinfiu8 von Kobalt auf Wachstum und Kohlensiurebildung von Bac. asterosporus bei 
Saccharose als Kohlenstoffquelle. 


freien Kultur reduziert. Dies steht in Analogie zu dem Ergebnis mit Dex- 


trose ; die gebildete Gesamtkohlenséiuremenge ist aber sowohl bei Anwesen- 
heit von Kobalt als auch bei Abwesenheit stets geringer als bei Dextrose. 
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Abb. 4. Der HinfluB von Kobalt auf Wachstum und Kohlensdurebildung von Bac. astferosporus bei 
Fructose als Kohlenstoffquelle. 


Fructose. 


Diese Kohlenhydratquelle wird von Bac. asterosporus zunachst nur 
langsam abgebaut, so da erst nach 48 Std Kulturdauer merkliche Stoff- 
umsetzungen zu beobachten sind (Abb. 4). Auch hier fihrt Kobalt zu 
keiner Wachstumssteigerung gegentiber der kobaltfreien Kultur. Seine 
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Anwesenheit verursacht eine auf rund !/, verminderte Kohlensaurepro- 
duktion. Die Wirkung von Kobalt ist demnach bei Fructose schwacher 
als bei Saccharose. 

Mannit. 

Im Vergleich zu den iibrigen Kohlenstoffquellen wird Mannit am 
wenigsten ausgeniitzt, wobei Kobalt auch hier keine Wachstumsfoérde- 
rung verursachte (Abb. 5). Hinsichtlich der Kohlenséurebildung bewirkt 
die Kobaltanwesenheit ebenfalls eine Reduktion auf ?/; der unter norma- 
len Bedingungen gebildeten Gasmenge. 
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Abb. 5. Der Einflu8 von Kobalt auf Wachstum und Kohlensiurebildung von Bac. asterosporus bei 
Mannit als Kohlenstoffquelle. 


Es konnte weiterhin bei allen Kohlenstoffquellen beobachtet werden, 
daB der pq-Wert im allgemeinen bei kobaltfreien, 48 stiindigen Kulturen 
um 6,50, bei kobalthaltigen Kulturen hingegen um 5,50 lag. Dies deutet 
auf eine erhéhte Saurebildung unter dem EinfluB von Kobalt hin. 


Der EinfluB von Kobalt auf den dkonomischen K oeffizienten 

und den Atmungskoeffizienten. 

Aus dem ékonomischen Koeffizienten (O. K.) kann qualitativ auf eine 
Anderung im Stoffwechselgeschehen geschlossen werden, sofern diese in 
den Energiehaushalt der Zelle eingreift. So konnte beispielsweise von 
Riprev (1940) bei Fettbildung ein kleinerer O.K. als bei ihrem Fehlen’ 
beobachtet werden. 


Uber den ©. K. von heterotrophen anaeroben Bakterien liegen im Gegensatz zu 
den heterotrophen Aerobiern noch sehr wenige Angaben vor (RiPPEL-BALDES 1952). 
Ganz allgemein weifS man jedoch, da unter den Mikroorganismen der 0. K. bei 
Anaeroben im Vergleich zu Pilzen und zu aeroben Bakterien am niedrigsten ist 
(WAKSMAN 1932). In einer neueren Arbeit (KAUFMANN 1952) werden nun die 0). K. 
fiir einige eingehend untersuchte, unter anaeroben Bedingungen geziichtete Mikro- 
organismen mitgeteilt: Hefe Frohberg 7, Bac. Delbriickii 3, Pseudomonas Lindneri 
3,4, Torulopsis utilis 6—8, Bac. amylobacter 1, Pseudomonas pyocyanea 5, Bac. 
speciosus (mesentericus-vulgatus-Gruppe) 3,7—8, Vibrio desulfuricans 2—3. Bei 
aerober Ziichtung waren die 0. K. fiir 7’. utilis 6—8, Ps. pyocyanea 8—12, Bac. sp. 
(mesentericus-vulgatus-Gruppe) 6—14. 
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Der von uns bei Bac. asterosporus in Tab. 2 genannte, unter normalen 
Kulturbedingungen erhaltene O. K. liegt demnach in der gleichen 
GréBenordnung. Uber eine Beeinflussung des 0. K. durch Spurenelemente 
bei heterotrophen anaeroben Bakterien sind uns aus der Literatur keine 
Angaben bekannt. Demgegeniiber hat man solche Untersuchungen an 
Schimmelpilzen durchgefiihrt (FostER 1949), aus denen hervorgeht, daB 


Tabelle 2. Der Hinflug von Kobalt auf den dkonomischen Koeffizienten (0. K. ) und 
den Atmungskoeffizienten (A.K.) von Bac. asterosporus; Kulturbedingungen: 300 ml 
Erlenmeyerkolben, Riihrkultur, 48 Std, 28° C. 


gebildete | Zucker- | Trocken- AK A.K.-Ver- 
Kohlenstoffquelle CO, verbrauch| substanz | 6.K.! | A.K.? | “ovo minderung 
’ : AK. ayo durch Co 
in mg in mg in mg in % 
Dextrose 2180 3000 76 2,5 28,6 
» +0Co} 420 | 2595 | 138 Be Sielahso Oalaueas a BY 
Saccharose 980 2601 90 33D 10,9 
ee Co | 230 | 1500 |: 66 A egaliegh 3.63 gate 2 Ce 
Fructose 960 — 86 — 11,2 
hates Jax) 350-ceeh = 73 RecA STNS,, Tele ai os a 
Mannit 460 — 65 aa thi | 
REP Coll) arSOe4) ures 47 esi lhuint Medes tts th) 
, g Trockensubstanz 2 100% ‘ g CO, 
g Zuckerverbrauch g Trockensubstanz 


der 0. K. bei Spurenelementmangel kleiner ist als bei geniigender Ver- 
sorgung mit Spurenelementen. Man sieht nun in Tab. 2, daB bei Bac. 
asterosporus ein Kobaltzusatz den O.K. bei Dextrose verdoppelt und bei 
Saccharose ebenfalls zu einer Erhéhung fihrt. Gleichzeitig erfahrt der 
A.K. durch Kobalt bei allen vier gepriiften Kohlenstoffquellen eine Er- 
niedrigung, welche bei Dextrose am stirksten ist. Wie aus der letzten 
Spalte der Tabelle hervorgeht, ist die Erniedrigung des A. K. durch 
Kobalt in der Reihenfolge: Mannit, Saccharose, Fruktose immer kleiner. 
Aus diesen Ergebnissen kann geschlossen werden, daB sich der Kobalt- 
einfluB in einer Anderung des Stoffwechselverlaufes auswirkt. 


Der EinfluB von Aneurin und von Ascorbinséure. 
Aneurin. 


Aus der verminderten Kohlensaurebildung bei der Zuckerspaltung 
durch wachsende Zellen von Bac. asterosporus unter zunehmender Siue- 
rung der Nahrlésung bei Anwesenheit von Kobalt gewinnt man den Ein- 
druck, daB dieses Spurenelement im fermentativen Stoffwechsel- 
geschehen, wohl infolge seiner bekannten elektrovalenten Eigenschaften, 
ein Wechselspiel zwischen Atmung und Garung hervorzurufen vermag. 
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Auf Grund zahlreicher Untersuchungen ist heute soviel bekannt, da Atmung 
und Garung die nétigen Voraussetzungen zur Beschaffung der Energie im Leben 
der Zelle sind, wobei ein ProzeB den anderen bei der Energiebeschaffung unter- 
stiitzen kann. Im allgemeinen trennt man nach folgendem Schema (HAgHN 1952): 


Substrat 
| 1 
O,-freie Spaltung 
| 


i 
Zwischenprodukte (C,-phosphate u. Abkémmlinge) 
] 


Kae ERIN Samet 


<_— —> 
Abbauprodukte d. Atmung: CO, + H,O Garprodukte: Alkohol, Milchsaure usw. 
(aerob) (anaerob) 


In unserem Falle liegt ein fakultativer Anaerobier vor, so da sein Stoffwechsel 
nach beiden Richtungen hin verlaufen konnte. Wir haben nun, ohne Kobaltzusatz 
zur Nahrlésung, reichliche Kohlensaurebildung bei fast allen Kohlenstoffquellen 
beobachtet, wihrend sie allen kobalthaltigen Kulturen weitgehend fehlte. Es ist 
nun bekannt, da die Kohlensiiure bei der Decarboxylierung der C,-K6rper, ins- 
besondere der Brenztraubensaure, entsteht (HAEHN 1952, FRuToN u. SmmMONDS 
1953). Man hat nun durch Aneurinzusatz zu girender Hefe deren Gehalt an Cocarb- 
oxylase, dem mit ATP phosphorylierten Aneurin, das als Cofaktor die enzymatische 
Spaltung von Ketosauren einleitet, bedeutend steigern kénnen (HArHN 1952). Bei 
aerober Ziichtung hingegen war der Cocarboxylasegehalt viel geringer, das Aneurin 
konnte bei kraftiger Liiftung sogar voriibergehend ganz verschwinden. Auch ViER- 
MEULEN u. DB Ley (1953) erzielten eine Férderung der Kohlensaiurebildung aus 
Zuckern bei Aerobact. cloacae durch Zusatz von ATP. 


Durch solche Beobachtur gen ar geregt untersuchten wir nun, ob durch 
Aneurinzusatz zu Kulturen von Bac. asterosporus bei Ab- und Anwesen- 
heit von Kobalt eine Anderurg in der Kohlensaiureentwicklung eintritt. 
Es wurden bei dieser Versuchsreihe nach dem Sterilisieren je 600 y 
Aneurin/300 ml Nahrlésur g zvgesetzt. Wie die Ergebnisse in Tab. 3 
zeigen, konnte durch Aneurin keinerlei Wirkurg erzielt werden. Es ist 
méglich, daB die von den Organismen zur Phosphorylierung und Bildung 
der Cocarboxylase zur Verfiigur g stehende Merge an ATP zu gering ist, 
um einen meBbaren Einflu8 zu erméglichen. 


Tabelle 3. Der Hinfluf von Aneurin und Ascorbinsture auf Bac. asterosporus. 


: bildete | Trocken- | . ey 
Dex a 7 Co ; ’ ea OPE Wa A-K-oyCo Verminderung 
mit , | A.Kiyyco | durch Co 
in mg joi inume oii} | in % 

od 100\" "1-67". | 81.8 
Kobalt B79 | 196 | 8 Y ane vi 
Aneurin 3020 OF G0 Reo | 
Aneurin + Kobalt 371 109 | 3,4 a! | 20 
Ascorbinsaure 140 setae e| 2,6 12,2" 92* 


* Bezogen auf Dextrose (0 y Co). 
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Ascorbinsdéure. 


Obwohl die biologische Funktion der Ascorbinsaure noch nicht ganz geklart ist, 
kann auf Grund zahlreicher Beobachtungen geschlossen werden, da sie hauptsich- 
- lich auf deren Higenschaft eines reversiblen Redox-Systems beruht. So ist auch ihre 
Wirkung als Redoxsubstanz bei der Kultur von Anaeroben bekannt (EHRISMAN 
1936), welche bei ihrer Anwesenheit unter fakultativ aeroben Bedingungen geziichtet 
werden kénnen, da die Ascorbinsiure als Wasserstoffiibertrager fungiert. 

Es war nun hier die Frage interessant, wie sich die fiir solehe Zwecke 
erforderliche Menge an Ascorbinsiure auf Bac. asterosporus und seine 
Kohlensaurebildung aus Dextrose ohne Kobaltzusatz auswirkt. Es 
wurden 300 mg Ascorbinsiure/300 ml zugesetzt. Nach 24 Std Kulturzeit 
war es notig, diese Zugabe infolge des bekannt labilen Charakters dieser 
Redoxsubstanz zu wiederholen. Aus dem A.K. in Tab.3 ist ersichtlich, 
da Ascorbinsaéure die Kohlensiurebildung aus Dextrose noch stirker zu 
unterdriicken vermag, als dies durch Kobalt der Fall war, was wiederum 
auf eine Verschiebung des Stoffwechselverlaufes nach der anaeroben 
Seite durch beide Substanzen hinweist. Zu beriicksichtigen ist dabei 
jedoch, da& auch das Wachstum gegeniiber der kobalthaltigen Kultur 
auf die Halfte reduziert, in bezug zur kobaltfreien Kultur hingegen nahe- 


zu gleich stark ist. 


Tabelle 4. Der HinfluB von Kobalt auf den rg-Wert einer 48 stiindigen Kultur 
von Bac. asterosporus. 


Kultur 
Redoxindicator Ig = 
ohne Co mit Co 
iNeuttalrotin gee ch eit le pice h 3 — = 
Seater’ Bi ey ae ae 4 — = 
Hndivodisultonah . ©: 5 - - =. = « 10 — — 
indigotrisulfonat’. 5 2s ws ES = | = 
Indigotetrasulfonat. ...... . 13 — + 
Bic braiem Olay sisal easly <i , ob reese 14,5 —— + 
CN ornhiy SS atgulnae Bs eae Meme ee? Scan ec 16 — ae 
MolaylenDIAW . 1 - + «tus « « 18 ++ + 
hymolindophenol..°*:..... 20 aa + 
Triphenyltetrazoliumchlorid . .. . = Rotfarbung | Rotfarbung 


+ entfairbt (innerhalb von 15 min); — nicht entfarbt. 


Der HinfluB von Kobalt auf das Redoxpotential (ROP). 

Es schien nun interessant, das ROP der verschiedenen Kulturlosungen 
orientierend zu priifen. Es sollte beobachtet werden, in welchem Ausmaf 
die verschiedenen Kulturlésungen auf Grund der im Verlaufe des Stoff- 
wechsels gebildeten reduzierenden Stoffe eine bestimmte Menge eines zu- 
gesetzten Redoxindicators zu reduzieren vermégen. Die rg-Werte be- 
stimmten wir nach der in BAMANN-MyrpaAck (1940/41) angegebenen 


Methode. 
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Bei den gleichzeitig gepriiften Kulturen mit Aneurin, Aneurin + Co 
und Ascorbinsaure wurde bei den zwei letzteren derselbe rg- Wert wie fiir 
Dextrose mit Kobaltzusatz festgestellt. Auf Grund dieses natiirlich nur 
orientierenden Versuches ergibt sich, da durch Kobalt neben der bereits 


erwihnten Verminderung der Kohlensaurebildung auch eine Senkung © 


des rq-Wertes verursacht wird. 


Besprechung der Ergebnisse. 


In einer friiheren Arbeit mit Bac. asterosporus konnte eine ausgepragte 
Wachstumsférderung durch Kobalt in einem engbegrenzten Konzen- 
trationsbereich bei Dextrose als Kohlenstoffquelle beobachtet werden 
(GorBacH, Depic u. Kocw 1955). Beim Studium des Kobalteinflusses 
mit verschiedenen Kohlenstoffquellen konnten wir nun feststellen, daB 
im Gegensatz zu Dextrose bei Saccharose, Fructose und Mannit in jedem 
Falle eine Wachstumsverminderung gegeniiber der kobaltfreien Kon- 
trolle eintrat. 

ScHavDE (1949) beobachtete an 29 anaeroben und aeroben pathogenen 
Bakterien bei einem Kobaltgehalt zwischen 1—100 y/m] immer nur eine 
Wachstumshemmung. Die Wirkung war dabei wesentlich von den Kultur- 
bedingungen abhangig, indem beispielsweise unter anaeroben Bedingun- 
gen geztichtete fakultative Aerobier zwei bis dreimal soviel Kobalt zur 
Totalhemmung bendétigten, als unter aeroben Bedingungen. Auch die 
Zusammensetzung der Nihrloésung spielte eine erhebliche Rolle, da sowohl 
ABELSON u. ALDOUS (1950) bei Escherichia coli, Aspergillus niger, Aero- 
bacter aerogenes und Torulopsis utilis als auch SHANKAR u. BARD (1952) 
bei Clostridium perfringens zeigten, daB das Magnesium zu Kobalt anta- 
gonistisch wirkt. Die Ergebnisse letzterer weichen von den eigenen bei Bac. 
asterosporus betrachtlich ab, indem SHANKAR u. BaRD bei Magnesium- 
anwesenheit eine Wachstumsférderung nie beobachteten und eine Hem- 
mung bei wesentlich hdherem Kobaltgehalt und gleichzeitig niedrigerem 
Magnesiumgehalt feststellten. Offenbar ist das auf den verschiedenen 
Magnesiumbedarf der einzelnen Mikroorganismen und auf die ver- 


schiedenartige Nahrbodenzusammensetzung zuriickzufiihren, worauf_ 


schon Wess (1949, 1953) und SHankaR u. Barp (1955a) hingewiesen 
haben. 

Auch bei Proteus vulgaris konnte eine Wachstumsbehinderung durch 
Kobalt bei einem allerdings gleichzeitigen Anstieg des RNS-Gehaltes 
festgestellt werden; dabei sank die Atmungsrate um wenigstens 50% 
(Levy, Skuron u. ScuapE 1949; NeyLanp, DunKEL u. ScHADE 1952). 
In diesem Zusammenhang erscheinen die Beobachtungen beziiglich der 
Vermehrung an LLD-Faktor in der Niahrlésung nicht uninteressant, 
die neben zahlreichen anderen Mikroorganismen hauptsichlich an Strep- 
tomyces griseus und Lactobacillus leichmannti-Kulturen gemacht wurden 


-— er 
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(HENDLIN u. RuGerR 1950). Auch von Ricks (1948) wird fiir Pseudo- 
monas lumichroma, Mycobacterium smegmatis und Darmbakterien von 
Wiederkiuern Gleiches berichtet. 

Das hervorstechendste Ergebnis der Versuchsreihen an Bac. astero- 
sporus war der markante EinfluB des Kobalts auf die Kohlensaurebildung, 
welche durch 4 y Kobalt/ml bei allen gepriiften Zuckerarten auf 4/3 bis 1/, 
reduziert wurde. Gleichzeitig konnte unter dem Einflu8 von Kobalt eine 
Verminderung des Atmungskoeffizienten sogar bis zu 89% festgestellt 
werden, was zu der vorgenannten Beobachtung an Proteus vulgaris in 
Parallele steht. In diesem Zusammenhange erscheinen mehrere Arbeiten 
tuber Eisenmangel interessant. 


Mit der biochemischen Auswirkung des Eisenmangels beschaftigten sich Hanson 
u. Ropers (1946), die einen ,,shift‘‘ (Stoffwechselverschiebung) zu Milchsaure bei 
Clostridium acetobutylicum durch EKisenmangel, LERNER u. PicknTr (1945) bei 
Clostridium tetani eine vorwiegend alkoholische Garung unter fehlender Gasbildung 
feststellten. STEPHENSON (1949) berichtet iiber eine Verschiebung zur Milchsaure- 
bildung bei Clostridium perfringens nach Ziichtung in CO-Atmosphare, wahrend 
unter dem HinfluB von CO und CN beim selben Organismus schon von KEMPNER 
(1933), Kempnrr u. Kusowitz (1933) und Kusowrrz (1934) eine Verschiebung zu 
Milchsaure unter verminderter Wasserstoff- und Kohlensaéurebildung beobachtet 
wurde. Barp u. Gunsatus (1950) konnten schlieBlich von Clostridium perfringens 
eine Metallo-aldolase, die durch Eisen und Kobalt aktivierbar ist, isolieren. Bei 
Eisenmangel stellten sie eine homolaktische Garung fest. 


Diese Beobachtungen fihrten uns nun zu der Annahme, dais das Kobalt 
bei Bac. asterosporus den Stoffwechsel in anscheinend ahnlicher Weise, 
wahrscheinlich zur Milchsauregarung umlenkt. Hierfiir sprechen die durch 
Kobalt ausgeléste Verminderung der Kohlensaéureproduktion, erhdhte 
Saurebildung und die Verkleinerung des rq-Wertes. Bei der Auswertung 
unserer bisherigen Ergebnisse wurde uns nun die erst kirzlich erschienene 
Arbeit von SHANKAR u. Barp (1955b) bekannt, die unsere Ansicht zu 
bestiitigen scheint. Diese Autoren haben bei Closir. perfringens unter dem 
EinfluB von Kobalt neben einer morphologischen Verainderung der Bak- 
terienzellen eine Herabsetzung der Wasserstoff- und Kohlensaurebildung 
und eine Umlenkung zur ausschlieBlichen Milchsiuregérung beobachtet. 
Ubrigens rief Magnesium bei Clostr. perfringens dieselben morphologi- 
schen Verinderungen hervor, der Stoffwechsel war aber im Gegensatz 
zu den durch Kobalt beeinfluBten Bakterien normal. Demgegentiber 
konnten wir bei Bac. asterosporus niemals auffallende morphologische 
Verinderungen feststellen. 

SHANKAR u. Barb glauben diese Erscheinung mit einer Blockierung 
irgendeines Enzymsystems durch Kobalt deuten zu kénnen. Auch GALE 
(1952) berichtet tiber das Ausbleiben der Gasbildung und Anhaéufung von 
Ameisensaure bei Eisenmangel an Escherichia coli und Aerobacter indo- 
logenes, was auf ein Fehlen der Ameisensiurehydrogenlyase zuriick- 


gefiihrt werden konnte. Wir neigen auch zu dieser Ansicht, es mu jedoch 
10% 
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in weiteren Untersuchungen noch festgestellt werden, ob es sich um eine 
Blockierung oder aber eine Aktivierung eines bestimmten Enzymsystems 
unter dem Einflu8 von Kobalt handelt. Die Anderung des ROP durch 
Kobalt deutet darauf hin, da der bei Kobaltabwesenheit mehr aerobe 
Stoffwechsel zu einem iiberwiegend anaeroben Ablauf verschoben wird. 
So ist u. a. von Knaystu. DutKy (1936) bekannt, daB es bei einer Ziich- 

tung von Anaerobiern unter aeroben Bedingungen, also bei einem von 
vornherein héheren ROP darauf ankommt, den Sauerstoffpartialdruck 
im Medium entsprechend niedrig zu halten. Dies kann durch Zusatz von 
reduzierenden Stoffen, beispielsweise Ascorbinsiure (HEHRISMAN 1936) zur 
Nahrlosung erreicht werden, indem hierdurch entweder nur der zu hohe 
Sauerstoffpartialdruck vermindert oder aber in der Zelle reduzierende 
Stoffwechselprozesse ausgelést werden. Wir fiihrten daher vergleichende 
Versuche mit Ascorbinsaure bei Bac. asterosporus durch, wobei eine dem 
Kobalt ahnliche Wirkung beobachtet wurde. Allerdings war durch die 

Ascorbinsiure das Wachstum gegeniiber der Kontrolle schwach ver- 

mindert, der Atmungskoeffizient hingegen fast gleich groB wie bei Kobalt- 

anwesenheit im Dextrosenihrmedium. 


Zusammenfassung. 

Der EinfluB des Kobalts im Kohlenhydratstoffwechsel von Bac. astero- 
sporus wird untersucht. Bei der optimalen Konzentration von 4 y Co/ml 
wird die Kohlensaiurebildung bei den untersuchten Kohlenstoffquellen 
Dextrose, Saccharose, Fructose und Mannit durchschnittlich um 80% 
reduziert. Der 6konomische Koeffizient erfihrt bei Dextrose eine Er- 
héhung um 100%, bei Saccharose um 30%, der Atmungskoeffizient bei 
allen vier Kohlenstoffquellen eine Erniedrigung von 55—89°%%. Ascorbin- 
sdure zeigt die gleiche Reduktion der Kohlensiurebildung wie Kobalt, 
wihrend Aneurin darauf keine Wirkung ausiibt. Der rg-Wert wird durch 
Kobalt vermindert. Aus den Ergebnissen wird im Zusammenhang mit 
anderen Arbeiten geschlossen, daf der Stoffwechsel des fakultativ anae- 
roben Bac. asterosporus durch Kobalt mehr zur anaeroben Seite hin und zu 
homolaktischer Garung verschoben wird. Die Untersuchungen zur Auf- 
klarung des Wirkungsmechanismus von Kobalt werden fortgesetzt. 
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Role of Iron in the Nutrition and Metabolism 
of Clostridium lacto-acetophilum*. 


By 
J. V. BHAT. 


(Eingegangen am 8. Juli 1955.) 


Even though the need for the element iron for the growth and pig- 
mentation of bacteria had been recognized since a long time ago (Bor- 
TELS, LassEuR, ZiRPEL) the exact role of iron in the nutrition and 
metabolism of these interesting organisms has been the subject of in- 
tensive study only during the past decade or so. 


Warine and WERKMAN, for instance, have shown that an analysis of the fer- 
mentation of glucose by the iron deficient cells of A. indologenes resulted in the 
high yields of formic and lactic acids, low carbon dioxide production and in a pre- 
vention of the formation of succinic acid and molecular hydrogen. PAPPENHEIMER 
and SHASHKAN have demonstrated that a decrease in the iron content of a glucose 
fermentation causes Clostridium perfringens to shift from the normal types of 
fermentation characterized by the formation of acetic acid, butyric acid, alcohol, 
carbon dioxide and hydrogen to one of pure lactic acid type. Recently, the influence 
of iron on the pathways of metabolism, extent of population changes, antigenic 
contents and pathogenecity of Brucella suis has been the subject of a critical study 
reported in the literature (WARING et al.). The influence of low and high levels of 
iron on the products of glucose fermentation by Butyribacterium rettgeri has also 
been the topic of a very recent communication by Prinz et al. The purpose of the 
present paper is to report the results obtained with Clostridiwm lacto-acetophilum 
in the iron deficient medium containing either glucose or lactate-acetate as the 
carbon source and to indicate that a progressive deficiency in iron has the effect 
of interfering with the normal growth of the bacterium as well as on the rate of 
oxidation of lactate and consequential formation of butyrate, the typical meta- 
bolic product of this organism. 


As in all the previous studies (BHat et al., 1947—1950) work was 
confined to the use of Clostridium lacto-acetophilum strain 3, originally 
isolated from the Californian soil. The basal medium employed in all 
the experiments was the one described previously and containing either 
lactate and acetate together as sources of carbon and energy or glucose 
alone as the source. In both the instances, FeSO, - 7 H,O was incorpo- 
rated in 0.002 per cent (as in the original medium) quantities for the 
purpose of maintaining proper controls. Other controls with double the 


* Part of this research work was carried out at St. Xavier’s college, Bombay, 
India. 
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amount of ferrous sulphate were also kept with a view to see whether 
an excess of iron in the medium would in any way alter the course of 
metabolism. 


Removal of available iron from the medium was accomplished by the 
addition of «, «’-dipyridyl to the medium in measured quantities. That 
this chelating agent combines with the ferrous iron to form a stable 
complex which becomes unavailable to the bacteria has already been 
shown by Hickey. Accordingly, this chelating agent of choice was in- 
corporated in the various quantities indicated in the Tables into the 
fermentable media with a view to see under which conditions the course 
of fermentation gets altered or the growth of organism begins to be 
suppressed. Inasmuch as the organism chosen for study gives optimal 
growth between 3 to 6 days to produce butyric acid as its principal end 
product, the role of iron in its nutrition and metabolism was considered 
to be best determined by (1) measuring the extent of growth and noting 
the time needed for it to appear and (2) by estimating the yield ratios 
of acetic and butyric acids at the end of fermentation which, under 
normal conditions, is complete in 6 days. Growth was measured turbidi- 
metrically by using a colorimeter and the various chemical estimations 
were done by the methods previously reported. It was also considered 
worthwhile to see if an inadequacy of iron leads to an accumulation of 
the intermediary compound pyruvate in its reduced state, viz. lactate 
(especially in the glucose fermentation) in the light of the data that iron 
has an effect in the conversion of pyruvate to acetate and carbon dioxide 
(WaRInG and WERKMAN, PAPPENHEIMER and SHASHKAN). 


The results secured from one set of experiments which typify the 
pattern recorded for several attempts made are presented in Tables 1 
and 2. 


It is clear from the above results that iron is indispensable for the 
growth and metabolism of C. lacto-acetophilum inasmuch as the incorpo- 
ration of as little a quantity of «, «’-dipyridyl as 8 to 12 wg/ml. of the 
fermentable medium can completely suppress the growth and the meta- 
bolic activities of the organism. Iron also seems to exert an influence in 
the early appearance of the optimal growth of the bacterium. It is signi- 
ficant to note here that the presence of iron in double quantity of what 
had hitherto been employed in the cultivation of the organism has the 
effect of boosting up its growth by about 13%. 


It is interesting to see from Table 1 that a progressive elimination 
of iron from the medium has the effect of rendering an otherwise suitable 
medium increasingly unsuitable as evidenced from the commensurately 
larger amounts of lactate left unoxidised or the decreasing amounts of 
butyrate produced therefrom. It may likewise be noted from Table 2 
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that in the presence of an adequate (excess) supply of iron all the lactate 
formed from glucose gets oxidised and that it is not allowed to accumu- 


late in the medium at the end of fermentation. Furthermore, the lactate — 


| 


accumulation, it appears, is dependent upon the availability of iron. — 
These experimental findings support the interpretation of the earlier — 


investigators (WARING and WERKMAN, PAPPENHEIMER and SHASHKAN), 
that an inadequacy of iron leads to an accumulation of pyruvate and 
favours its reduction to lactate. What is even more interesting to observe 


Table 1. Effect of iron on the fermentation of lactate-acetate by Clostridium 
lacto-acetophilum, Strain 3. 


Medium y OES pay (in nae mi.)| Acetate: Butyrate 
with0.0049/% ‘Hest, iinet tar 118 1352 21.5 1.1: 2.3 
with 0.002% Fe. . . 118 1192 66.5 | LOG 
with 0.002% Fe + 0. 0002%, | 

dipyridyl 9 a, 142 | 1135 90.0 LOSEG 
with 0.002% Fe + 0. 0004% 

dipyridy lessen. 142 655 121.5 | UC EG bel 
with 0.002% Fe + 0. 0008% 

Shiveutohal See ee 142 66 653.0 | eae 
with 0.002% Fe + 0. 0012% | 

CUDVITC Vik eee oma 142 66 653.0 — — 
with 0.002% Fe + 0. ne 

CIP Yui y le een anr ens 142 nil 661.5 | == 


1 Since only 8.5 mg. per cent lactate were fermented the yield ratios could not 
be determined quantitatively. 


Table 2. Effect of iron on the fermentation of glucose by Clostridium 
lacto-acetophilum, Strain 3. 


: Incubation | Relative Lactat : 
pe (in hours) growth (in maine aL Abobave; Bubysats 

with 0.004% Fe... ... 142 2273 nil 1.2: 2.1 
with 0. 002%, Ker aoa 142 2007 108 2.2: 1.0 
with 0.002% Fe + 0.0002% | | | 

dippety| i eel, 142 TO03 SoU, 0 2.6: 1.0 
with 0.002% Fe + 0. 0004%% % 

dipyridyl .... 142 1037 148.5 | 10.0:1.0 
with 0.002% Fe + 0. 0008% 

dipyridyl] .... | 142 630 65.5 15.0: 1.0 
with 0.002% Fe + 0. 0012% 

dipyridyl] .... 142 110 23.01 — —! 
with 0.002% Fe + 0. 0016% 

Gohhoniantahydl “oe 142 nil nil —_—-— 


' Butyric acid not detected: only a small amount of lactic acid formed from 
glucose. 
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in this instance is that even the conversion of acetate to butyrate seems 


to be dependent, unlike in the case of B. rettgeri, upon the sufficiency of 
iron in the medium. 


The author wishes to thank Prof. M. 8. THacKxsr, Director of the Institute, for 
his keen interest in this work. 
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(Aus dem Institut fiir Mikrobiologie der Universitat Gottingen.) 


Zur Okologie der zymogenen planktischen Bakterienflora 
natiirlicher Gewisser*. — 


Von 
HOLGER W. JANNASCH. 


Mit 9 Textabbildungen. 
(ELingegangen am 8. Juli 1955.) 


Im natiirlichen Stoffumsatz bilden die heterotrophen Bakterien den 
weitaus gréBten Teil der Destruenten. Ihre Tatigkeit, die Mineralisation 
organischer Verbindungen, geht mit wenigen Ausnahmen im natiirlichen 
Substrat, d. h. im Boden und im Wasser, vor sich. Da sich die komplexen 
Vorginge der metabiotischen Lebensweise der Boden- oder Wasserbak- 
terien schwer oder tiberhaupt nicht trennen lassen, ist nur wenig tber 
die Art und Weise des Abbaues bekannt. Die beteiligten Organismen 
selbst sind in ihrer Reaktionsweise unmittelbar von den in der natiir- 
lichen Umgebung wirksamen AuBenfaktoren abhiingig, so daB ihre kul- 
turelle Untersuchung nicht zum Ziele fiihrt. Diese itiberaus enge Ver- 
knitipfung von Bakterium und Medium oder Organismus und Umwelt 
fihrt zwangslaufig zu einer d6kologischen Betrachtungs- und Unter- 
suchungsweise der hydrobakteriologischen Probleme. 

WrinoaRrAaDsky und BEIJERINCK haben die durch die Entdeckungen 
von PAsTEuUR und Koon gepragte medizinisch-hygienische Bakteriologie 
durch ihre 6kologische Auffassung des Mikroorganismenlebens erweitert ; 
es ist jedoch merkwiirdig, wie wenig diese 6kologischen Grundprinzipien 
auf die Untersuchung des aquatischen Lebensraumes ausgedehnt worden 
sind. Abgesehen von dem Interesse der Hydrobiologie an den bakteriellen 
Vorgiingen in den Gewassern (u.a, THIENEMANN, 1927) ist die Méglichkeit 
analytischer sowie synthetischer Untersuchungen der Mikroorganismen 
dieses Substrates von allgemein dkologischer Wichtigkeit. Das Pelagial 
eines natiirlichen Gewiissers ist im Gegensatz zur Bodenzone (oder 
dem Boden iiberhaupt) nihrstoffarm, wodurch es einen urspriinglichen, 
wenig besiedelten Biotop mit unkomplizierten Verhiltnissen darstellt. 
So wurde in der vorliegenden Arbeit die Zergliederung der eng ineinander- 
greifenden metabiotischen Vorgiinge soweit wie méglich vermieden und 
von einem einfachen Besiedlungstyp ausgegangen, wie er z. B. im Quell- 
wasser vorliegt. Die hier in Dauerformen auftretenden Bakterien, die 


* Auszug aus der gleichnamigen Dissertation der mathematisch-naturwissen- 
schaftlichen Fakultat der Universitat Géttingen 1955. 
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als eigentliche Destruenten héhere Nahrstoffkonzentrationen benotigen, 
definiert WINOGRADSKY als »zymogene Keime“. 

Wenn auch die Vorgiinge der ,,Selbstreinigung“ in stiirker verunreinig- 
tem Wasser ein besonderes Interesse beanspruchen, miissen doch die 
Verhaltnisse in den nahrstoffirmeren natiirlichen Gewissern als die 
grundlegenden angesehen werden. 

Neben den zusammenfassenden Darstellungen der Okologie der Bakterien von 
WrnoeraDsky (1949), Rrpput-BapeEs (1955), WAKSMAN (1952) u.a. verdankt die 


vorliegende Arbeit wesentliche Anregungen der Monographie ZoButts ,,Marine 
Microbiology“ (1947). 


Theoretische Vorbemerkungen. 


Bei der 6kologischen Behandlung der Frage nach der Rolle des Einzel- 
bakteriums und seiner Stoffwechselgruppe beim Stoffumsatz im natiir- 
lichen Substrat sind Modellvorstellungen unumganglich. Es mu8 ver- 
sucht werden, bei Beachtung der raumlichen und zeitlichen Verhaltnisse 
Wechselwirkungen zwischen Substrat und Zelle verfolgen zu kénnen. 
Fiir derartige Untersuchungen sind Begriffe einer elementaren Okologie 
Voraussetzung. Der Organismus, die Bakterienzelle, steht mit seinen 
Reaktionen unmittelbar, d.h. ohne Zwischenschaltung komplizierter 
Leitungsvorginge, seiner Umwelt, dem Medium oder Substrat, gegen- 
tiber. Als 6kologisch im engeren Sinne kénnen in diesem Zusammenhang 
allerdings nur soleche Untersuchungen bezeichnet werden, bei denen die 
Versuchsbedingungen den natiirlichen Gegebenheiten entsprechen. 


1. Der Organismus. 


Die Mehrzahl der aus dem Boden und Wasser isolierten Bakterien 
entwickelt bei héherer Nahrstoffkonzentration ein starkeres Wachstum ; 
fiir sie ist der natirliche Standort unteroptimal. Wenn nun unter der 
autochthonen Bakterienflora die auf hochkonzentrierten Nahrbdden 
schlechter gedeihende verstanden wird, so fallt sie meist mit der Gruppe 
der organophoben, photo- und chemosynthetisch arbeitenden Organismen 
zusammen. Der mehr oder weniger den Standortbedingungen angepaBte 
heterotroph lebende Rest liegt als Dauerform als ,,waiting cells“ (WaAxks- 
MAN) vor. Die so charakterisierten Formen der allochthonen Mikroflora 
bezeichnet WINOGRADSKY, wie gesagt, als zymogen. Auf ihrer Tatigkeit 
beruht in erster Linie der Abbau— zum mindesten der beginnende meta- 
biotische — der mannigfachen, oft saisonmafBig anfallenden organischen 
Reststoffe. Im Hinblick auf die durch das Vorkommen und die Art ihrer 
Energiequelle bedingte Verteilung der Bakterien kénnen die autotrophen 
Organismen als dispersotroph, die heterotroph lebenden als stenotroph 
bezeichnet werden. Letztere kommen jedoch als Dauerformen im nahr- 
stoffarmen Substrat ebenfalls in der dispersotrophen Phase vor. 
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Nimmt man bei der groBen Widerstandsfahigkeit und der Verbrei- 
tungsméglichkeit der Dauerformen eine nahezu tiberall gleiche Infek- 
tionsrate an, dann wird sich in jedem Substrat gemaf den biologischen 
und chemo-physikalischen Gegebenheiten ein dynamisches Gleich- 
gewicht der Mikroorganismenentwicklung einstellen. In erster Linie maB- 
gebend fiir die momentane Situation des morphologischen und physio- 
logischen Erscheinungsbildes einer Bakterienpopulation ist im natiirlichen 
Substrat der Nahrstoffgehalt, die Energiequelle (RrprpEL-BaLps#s, 1955, 
Presxott, 1950 u.a.). Ihm gegeniiber fallen in der Gesamtheit der Nahr- 
stoffwirkung unter natiirlichen Verhaltnissen nur gelegentlich und lokal 
andere Standorteinfliisse als Minimumfaktoren wesentlich ins Gewicht. 

Somit ist die Mikroorganismenpopulation eines Substrates im Hinblick 
auf ihre Funktion als Destruent vergleichbar mit einem Organismus un- 
geheurer 6kologischer Valenz. Aus der Vielzahl der Stoffwechselgruppen 
wird sich eine gemaB dem qualitativen Angebot der Energiequelle im 
Verlauf der metabiotischen Abbauvorgiinge in besonderem Mafe ent- 
wickeln und eine Facies bilden, bis sich nach Verbrauch der Energie- 
quelle und der Bildung neuer Dauerformen der urspriingliche stationare 
Zustand wieder einstellt. Eine derartige Faciesbildung kann raéumlich 
und zeitlich von sehr verschiedener Ausdehnung sein. Die hierauf be- 
ruhende heterogene Verteilung, Form und Stoffwechselaktivitaét der 
Bakterien sind von groBem Interesse fiir die Untersuchung einer Sub- 
stratprobe. 


2. Das Substrat. 


Nicht nur das Nahrstoffangebot, sondern auch die Gegebenheiten des 
Abbaues stellen die Stoffwechseltatigkeit der destruierenden Bakterien 
in engen Zusammenhang mit dem besiedelten Substrat. Boden und 
Wasser sind als eigentliche Bakterienstandorte die ,,Reservoire’‘ der 
Mikroorganismen (ZOBELL). Dem Luftraum kommt in diesem Zusam- 
menhang allein die Bedeutung der Ubertragung zu. 

Indem das freie Wasser als sekundiirer Standort definiert wird (Rip- 
PEL-BALpEs, 1955), wird dem Boden und Schlamm die primare Funktion 
zugesprochen, das Wasser standig mit Mikroorganismen zu versorgen. 
Dieses Abhangigkeitsverhaltnis beruht jedoch nur darauf, daB das SiiB- 
wasser den nihrstoff- und bakterienfreien Zustand dauernd zu regene- 
rieren vermag, und fehlt im marinen Bereich. So werden von ZOBELL 
(1942) und Woop (1953) speziell marine Bakterienformen beschrieben. 
Bei Binnengewassern jedoch schafft der Kreislauf des Wassers einerseits 
durch Verdunstung und Regen (Destillation), andererseits durch das 
Passieren tieferer Bodenschichten (Filtration) ein theoretisch sterili- 
siertes Medium, das nun einer sekundiiren Besiedlung durch Mikroorga- 
nismen vom Boden her unterliegt. 
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Daneben unterscheidet sich der Boden vom Wasser als Standort fiir 
Mikroorganismen durch die mannigfachen heterogenen Tragersubstanzen, 
die Kristalle, Humuskolloide usw. Das Fehlen dieser Bestandteile, die 
den Boden durch die adsorptiven Eigenschaften zum weitaus giinstigeren 
Besiedlungssubstrat machen (RIPPEL, 1939), liBt das Wasser theoretisch 
und methodisch fiir analytische wie besonders auch fiir synthetische 
Untersuchungen geeigneter erscheinen. Die folgenden, auf diesen Uber- 
legungen aufbauenden Untersuchungen lassen deshalb die Ubergangs- 
zone des Schlammes unberiicksichtigt und gelten der Bakterienflora des 
freien Wassers, des Pelagials. 

Die Besiedlung des ,,reinen Wassers‘‘ (womit im weiteren ein von mine- 
ralischen Grundniahrstoffen freies, doch ausreichend mit Spurenelementen 
versorgtes Quellwasser gemeint sein soll) ist ein Vorgang, der sich stan- 
dig unter natiirlichen Verhaltnissen vollzieht. Hier — bei der ,,Verunrei- 
nigung‘ zutage tretenden Quellwassers — beginnt der Aufbau einer 
Population unter einfachsten Bedingungen, deren experimentelle Syn- 
these somit dkologisch gerechtfertigt erscheint. 

Nur bei einer Luftinfektion tritt der Fall ein, daf& der Keim einer 
reinen Minerallosung gegeniibersteht. In den meisten Fallen wird durch 
die Berthrung mit dem Bodenschlamm zugleich mit den Bakterien 
organische Substanz in das Quellwasser gelangen. 

Die sehr verschiedene Art der Besiedlung schafft Wassertypen, die 
limnologisch von grofer Bedeutung sind. Die Beziehung zu dem Grenz- 
bezirk Wasser— Boden charakterisiert die Bakteriologie des Si8wassers. 
Der enge Kontakt mit dem Boden und die stete Durchmischung machen 
in erster Linie die dkologischen Bedingungen der flieBenden Gewasser zu 
einem uniibersichtlichen Komplex. Giinstiger liegen die Verhaltnisse bei 
stehenden Gewissern, die mehr oder weniger konstante Schichtungen 
auszubilden vermégen. Der pelagische Raum des Meeres jedoch zeigt 
durch seine GréBe, die Verunreinigungen aus der Litoral- und der benthi- 
schen Zone ausschlieBt, eine Konstanz der dkologischen Bedingungen, 
die zu einer ausgepragten marinen Mikroflora gefiihrt hat. 


3. Vorbemerkungen zur Methodik. 


Okologisch-bakteriologische Untersuchungen stehen in besonderem 
MaBe methodischen Schwierigkeiten gegeniiber. Einmal ist es die oft 
unmégliche Nachweisbarkeit der geringen Mengen an Stoffwechselpro- 
dukten, zum anderen das Auftreten des unbestimmten Faktors der 
Variabilitat und Adaptation der Bakterien, sobald man zur Vermehrung 
der Stoffwechselprodukte fiir 6kologische Verhaltnisse anormale Nahr- 
stoffkonzentrationen anwendet. Dieses oft unvermeidliche Dazwischen- 
schalten eines Wachstumsvorganges fiihrt zu den indirekten Methoden. 
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Die Untersuchung der Stoffwechselaktivitét durch die Messung des 


an a 


Abbaues einer Nihrsubstanz nimmt eine umfangreiche dazwischen- | 


geschaltete Entwicklung der Testbakterien in Kauf. Wie weit schlieBlich 
der Abbau im Augenblick der Messung noch in einem Abhangigkeits- 


verhaltnis zu dem Zustand in der urspriinglichen Probe, der Impfmenge, ~ 


steht, ist von Fall zu Fall verschieden. 


Barer (1936) verbesserte die ,,Aktivitatsbestimmung, soweit es tiberhaupt 
moglich war, indem er nur soviel Ausgangsmaterial zugab, da die Endprodukte 
in eben meBbaren Mengen gebildet werden konnten. So versetzt er eine Wasser- 
probe mit 2 g/l Pepton und erhalt meBbare Mengen von Ammoniak innerhalb von 
3 Tagen. Bei dem Nachweis der Nitrifikationsaktivitat ging der Versuch von 
500 mg/l NH,* aus. Der Nitrat-, Nitrit- und Ammongehalt wurde nach 4 Wochen 
bestimmt. Die Ergebnisse ZoBELLs (1943) besagen jedoch, daB bei Rohkulturen 
und bei Glucosekonzentrationen von schon wenigen Milligramm/] die Stoffwechsel- 
aktivitit bereits nach kurzer Zeit der jeweiligen Konzentration entspricht. Noch 
viel stirker miissen bei héheren Niahrstoffkonzentrationen die Einfliisse sein 
(,,Raumfaktor“’ und toxische Stoffwechselprodukte, Barer 1936, SrunpDL 1939), 
die das urspriingliche Bild der Stoffwechselaktivitat verwischen. 

Im Laufe der folgenden Untersuchungen wird noch einmal mit dem Stickstoff- 
nachweis nach KsJELDAHL gearbeitet, dann aber, um auf niedrigere, in den dkolo- 
gischen Bereich fallende Konzentrationen zu kommen, mit einem halbquantitativen 
papierchromatographischen Aminosiurenachweis. Die Messung des O,-Verbrauches 
zur Aktivitaitsmessung ist wesentlich empfindlicher und greift in keiner Weise [nach 
ZoBELL u. STADLER (1940) wirkt die verhinderte O,-Zufuhr bis zu einem Minimum 
von unter 1 mg/l nicht schadigend] in den Stoffwechselvorgang ein, ist also eine 
direkte Methode. 

Die in der Praxis verwendete Messung des biochemischen Sauerstoffverbrauches 
(BSB) ist nicht anwendbar, da sie nur Aussagen tiber den Gehalt einer Probe an 
organischer, bakteriell oxydierbarer Substanz macht, nicht aber iiber die Oxyda- 
tionsaktivitat. 

Fir die manometrische Messung des O,-Verbrauches erwiesen sich die zu mes- 
senden Quantititen als zu gering. 


Wichtig wird die Frage nach der direkten oder indirekten Methode 
besonders beim Nachweis der Vermehrungsaktivitit der Bakterien, die 
in der Zellzahl gemessen wird. Sie ist immer noch der eindeutigste Nach- 
weis des Mikroorganismenlebens an einem Standort, ,,the most sensible 
index‘' (WAKSMAN). 


Bei dem Kocnuschen Plattenverfahren zur Keimzihlung bedingt die selektive 
Wirkung des Nahrsubstrates die vieldiskutierten Fehlerméglichkeiten; weiterhin 
wird jede Zellanhiufung, die sehr verschiedener und gerade fiir ihren natiirlichen 
Standort charakteristischer Herkunft sein kann, als eine Kolonie gezaihlt werden. 

Als direkte Methode wird in diesem Zusammenhang die Aufwuchsplatten- 
Methode nach CHoLopny (1930) bezeichnet; sie ist es jedoch im strengen Sinne 
nicht. HEUKELEKIAN (1940) und ZoBrt (1943) zeigten, daB einem Aufwuchs auf 
Glasflachen eine Adsorption geléster organischer Stoffe vorausgeht, also ebenfalls 
eine geringe Selektionswirkung auftritt. Weiterhin beschrieb Hrnrict (1936) 
sessile Arten [siehe auch KaNDLER, ZEHENDER u. HuBeER (1954)], die vornehmlich 
als erste den Aufwuchs in Gang bringen. Die Fluorochromierung von CHoLopNY- 
Platten ergab, daB bei ihnen der Prozentsatz der toten, d. h. mit Acridinorange rot 
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fluorescierenden Zellen (StruccER, 1949), sehr viel geringer als im umgebenden 
Medium ist. Das spricht einerseits fiir die Annahme einer Wachstumsférderung 
der Aufwuchsflora durch den nahrstoffadsorbierenden Untergrund, schaltet anderer- 
seits die Nachteile der direkten Methode aus, namlich das Miterfassen der toten, 
nicht mehr am Stoffwechsel beteiligten Zellen. SchlieBlich bezieht sich die Zahl 
nie auf ein bestimmtes Wasservolumen und hangt sehr von Faktoren ab, die den 


Aufwuchs begiinstigen. 

Es war eine Grundaufgabe dieser Untersuchungen, eine direkte 
Methode zur Keimzihlung zu finden, die auch von WryogRaDsKy 
(zitiert bei Rome, 1935) als unbedingt notwendig angesehen wird. 

Da es sich um sehr verdiinnte Zellsuspensionen handelt, war zugleich 
eine Konzentrierung erforderlich. Man erzielte sie durch Fallung, Va- 
kuumdestillation (KUTZNETZOW, 1932) und Filtration (CHoLopNy, 1931) 
und verarbeitete die Konzentrate durch quantitative Ausstriche weiter 
zu mikroskopischen Praparaten. Wahrend CHoLopny die Bakterien von 
den Membranfiltern zur weiteren Untersuchung entfernte, erprobte 
Barsow (1932) ein Verfahren, die Bakterien direkt auf dem Filter mikro- 
skopisch nachzuweisen, das von Rasumow (1933) aufgegriffen, dann aber 
nur noch vereinzelt angewandt wurde. Diese Methode wurde weiter aus- 
gebaut (Jannasou, 1953). Damit wird die Konzentrierung der Zellen mit 
der quantitativen Verteilung auf einer Flaiche kombiniert, die Bakterien 
ko6nnen gezihlt werden, und es besteht weiterhin die Méglichkeit, 
Schliisse auf ihre Gruppierung im Wasser zu ziehen und morphologische 
Untersuchungen zu machen. 

Optimal anwendbar ist dieses Verfahren, wenn gleichgroBe, wenig ver- 
klumpte Zellen suspendiert sind, wie etwa bei Flissigkeitskulturen in der 
logarithmischen Phase. Hier erreicht die Zihlung eine untere Fehlergrenze 
von 4—5%. Begrenzt oder tiberhaupt nicht anwendbar ist die Methode 
dann, wenn die Zellen zu klein sind und sich auch bei Farbung nur schwer 
von anorganischen Partikeln unterscheiden lassen (siehe 8. 156). 

Mikroorganismen kénnen auBerdem, was in der Praxis schon weit- 
gehend ausgenutzt wird, auf Membranfiltern wachsen, wenn man Nahr- 
stoffe durch die Poren diffundieren 14Bt. Man vereint so die kulturelle 
Nachweismethode mit der Anreicherungsmdéglichkeit. Durch die 
Praparation der Filter zur mikroskopischen Untersuchung konnte die 
Entwicklung von Mikrokolonien aus Kiimmerformen kontrolliert werden. 
Als neutrale Tragersubstanz erlauben es also die praparierbaren Membran- 
filterschichten, das Wachstum einzelner Zellen und ihr morphologisches 
Verhalten bei verschiedenen Nahrstoffkonzentrationen zu verfolgen. 

Die Zahl der Méglichkeiten direkter Methoden, die jeden Wachstums- 
vorgang ausschlieBen, ist beschrankt; sie scheinen aber der einzige Weg 
zu sein, dkologische Beziehungen aufzukliren, solange die Folgen der 
Variabilitat und Anpassung im ékologischen Bereich nicht tibersehen 
werden k6nnen. 
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Untersuchungen. 


A. Zur Morphologie und regionalen Verteilung der aquatischen 
Bakterien. 


In der Literatur finden sich nur wenige Angaben iiber das Auftreten charakte- 
ristischer Bakterienformen an natiirlichen Standorten. Die Erscheinung, da8 man 
die ,normalen‘‘ Kulturformen im Boden und Wasser nur bei Gegenwart giinstiger 
Nahrstoffkonzentrationen findet, war schon vor den Untersuchungen WINo- 
GRADSKYs bekannt. Die direkten Untersuchungen Conns (1929) und WrnoGRaD- 
skys (1926), bei denen Ausstriche von Bodenaufschwemmungen gefarbt wurden, 
gaben weiterhin Aufschliisse iiber die ungleiche Verteilung der Zellen und die 
Haufigkeit der Zoogléen. Zugleich wurden einige neue, aus der Kultur nicht be- 
kannte Formen beschrieben (Conn, 1928). SrRUGGER (1949) vermochte durch Fluoro- 
chromierung mit Acridinorange lebende und tote Organismen zu unterscheiden 
und erhielt mit dieser ebenfalls direkten Methode im Boden Zahlen, die teilweise 
um mehrere Zehnerpotenzen tiber den Plattenzahlen lagen. 


1. Das morphologische Erscheinungsbild der Bakterienflora 
verschiedener Gewassertypen und -zonen. 


Die Schwierigkeit jeder mikroskopischen Untersuchung einer Boden- 
probe, das Vorhandensein der Bodenpartikel, ist im Wasser nicht oder 
nur in sehr geringem Ma gegeben. Die nachfolgenden Beobachtungen 
an Wasserproben sowie auch die Auszahlungen der Ansatze wurden 
durch die direkte Membranfiltermethode erméglicht. 


Gelegentlich — besonders bei der Untersuchung von Schlammgewissern — 
wurde der Methylenblaufarbung die Erythrosinfarbung zur besseren Unterscheidung 
organischen und anorganischen Materials vorgezogen. Die Auszihlung der Prapa- 
rate wurde bei verschiedenen Vergr6éBerungen und in verschiedenen Zahlfeldern 
vorgenommen. Die Gréfe der gesamten Filterflaiche, der ausgezihlten Flache und 
die filtrierte Wassermenge ergaben den Faktor zur Errechnung der Keimzahl je 
Kubikzentimeter. 

Nach der Errechnung des Mittelwertes einer Zahlreihe wird als Grad der Streu- 
ung die mittlere Abweichung oder der Abszissenwert der binomischen Verteilungs- 
kurve ermittelt. Die Forderung der Regel vom dreifachen mittleren Fehler zur 
statistischen Sicherung konnte nach Errechnung von ,,n‘‘, der Zahl der Messungen, 
erfiillt werden (HosmmMann, 1949). 

Begrenzt ist die Anwendbarkeit des direkten Nachweises der Bakterien auf 
Membranfiltern durch die schwere Erkennbarkeit kleiner Formen, deren Bildung 
gerade eine dkologisch interessante Frage darstellt. Hier wurde die kulturelle 
Methode in der dblichen und einer abgewandelten Form herangezogen. In Parallel- 
proben wurden Membranfilter, auf deren Oberflache nach der Filtration Kiimmer- 
formen zu erwarten waren, 8—12 Std bei 18°C auf einem Agar bebriitet, der 
0,8% ig aus sterilisiertem Probenwasser mit 0,01% Pepton angesetzt worden war. 
In zeitlichen Abstanden entnommene und priparierte Filterteile zeigen zaihlbare 
Mikrokolonien, von denen der Wert der anfangs zihlbaren Einzelzellen abgezogen 
wird. Wie bei der Plattenmethode ist daher die. Zeit von EinfluB auf das Zahlergeb- 
nis, da dort die mit bloBem Auge sichtbaren — hier die Mikrokolonien — sich ver- 
schieden schnell entwickeln und mit der Zeit miteinander verwachsen; Bebriitungs- 
dauer etwa 10 Std. Kin Nachteil der Methode ist es, daB nicht identische, sondern 
nur parallele Filterteile verglichen werden kénnen. 
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Zur Darstellung des morphologischen Erscheinungsbildes der Bakterienflora ver- 
schiedener Gewassertypen wurde eine umfangreiche Zahl von Filterpraparaten 
mikroskopiert und beschrieben. Tab. 1 gibt die charakteristischsten Falle wieder, 
wobei jede Zahl den statistischen Mittelwert von mindestens 50 Zaihlungen auf 
jeweils 5—10 Filtern darstellt. Bei Reinwasserproben muBten in vielen Fallen bis 
zu etwa 200 Auszaihlungen je Filter vorgenommen werden. 

Soweit es méglich war, wurden Stabchen und Kokken in zwei willkiirlich fest- 
gesetzte GroBenordnungen unterteilt und Zellverbande in Ketten, Zoogléen und 
Aufwuchs gegliedert. Unter Zoogléen werden Zellenansammlungen. verstanden, die 
kein gréberes Partikel im Innern erkennen lassen, wogegen der Aufwuchs Verbande 
darstellt, die um ein gréBeres organisches oder anorganisches Teilchen angeordnet 
sind. Die Kiimmerformen wurden nach der oben beschriebenen Arbeitsweise er- 
mittelt, wobei jedoch damit zu rechnen ist, daB immer noch ein Teil dem Nachweis 
entgeht. Der Sauerstoffgehalt wurde nach WINKLER durch Festlegung als Mangan- 

_hydroxyd, Lésung mit Natriumbisulfat und gleichzeitiger Oxydation von Kalium- 
jodid und anschlieBender jodometrischer Titration bestimmt, das Nitrat weiterhin 
colorimetrisch mit Brucin-Schwefelsaure und der pq-Wert mit einer Chinhydron- 
elektrode und teilweise mit einem Universalindicator ermittelt. 

Von den aus Tab. 1 ablesbaren Erscheinungen leiten sich zugleich mehr 

oder weniger alle im folgenden behandelten Teilprobleme ab. 

Die Orte cer Probeentnahmen richteten sich nach Verunreinigungs- 
zonen verschiedener Gewassertypen. Dabei scheint das Bild der Mikro- 
organismenbesiedlung in charakteristischer Weise die Situation des Ab- 
baues widerzuspiegeln. So zeigt die Probe des Quellbeckens der Aale eine 
deutliche Ubereinstimmung mit den Zahlen und Formen der Bakterien 
des Oberflichenwassers eines oligotrophen Sees (Vierwaldstatter See). 
In beiden Fallen liegt die Plattenzahl hoher als die direkt bestimmte. 
Wahrend jedoch im Quellwasser nur Kiimmerformen nachzuweisen sind, 
herrscht im Seewasser eine Aufwuchsflora vor, deren Zahl mit einem 
Durchschnittsfaktor von rund 100 multipliziert werden muB [STRUGGER 
(1949) setzt denselben Faktor als ,,Zoogloenwert™ fiir direkte Zahlungen 
im Boden ein]. Ware also eine physiologische Nachweisreaktion der 
Stoffwechselaktivitat bei diesen Konzentrationen méglich, so miBte das 
Verhaltnis in den beiden auBerlich so ahnlichen Wasserproben nicht 
1:2, sondern 1:150 sein. Die direkte Zahlung versagt also in dergleichen 
Reinwasserproben, gibt aber wesentliche Aufschliisse zur Beurteilung 
der kulturellen Methode. 

Bei weiterer Beachtung der wenigen im Quellwasser vorkommenden 
groBen Formen scheint sich der Beginn einer Verunreinigung durch den 
ersten Kontakt mit den oberflachlichen Bodenschichten abzuzeichnen. 
Im weiteren Verlauf des Baches (Aale) steigt die Bakterienzahl mit zu- 
nehmender Entfernung vom Quellbecken auBerordentlich schnell an und 
andert ihr morphologisches Bild. Im Gegensatz dazu steht das nahrstoff- 
arme, weit vom Untergrund entfernte Oberflachenwasser des oligo- 
trophen Sees (Vierwaldstitter See), das auch kaum durch Vollzirkula- 
tionen mit organischen gelésten Stoffen versorgt wird. Es zeigt in erster 
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Linie einen Detritusaufwuchs, die Abbauform der auf Grund der vor- 
handenen mineralischen Nahrstoffe gebildeten organischen Substanz des 
Phyto- und Zooplanktons. Man kénnte hier von einem stationaren Zu- 
stand oder der Endphase einer Besiedlung sprechen. 

Noch deutlicher lassen sich Parallelen und bezeichnende Unterschiede 
bei Untersuchungen von Wasserproben héherer Nihrstoffgehalte ab- 
lesen. Die Plattenzahlen liegen hier stiindig bis zu einer Zehnerpotenz 
unter den direkt ermittelten Zahlen. Je verunreinigter bzw. nihrstoff- 
reicher das Wasser, desto geringer ist die Plattenzahl gegeniiber der 
direkten. Diese einfache Beziehung la8t Schliisse itber den Verteilungs- 
zustand oder die Streuung der Organismen zu, was im folgenden (siehe 
S. 158) im einzelnen untersucht werden soll. 

Die fortschreitende Verunreinigung des Quellbaches kénnte der Tabelle 
nach zu Verhaltnissen tiberleiten, wie sie in einem gréBeren FlieBgewasser, 
der Fulda, gefunden werden. Hier unterscheiden sich Oberlauf und Unter- 
lauf zwar in demselben Sinne, aber selbst eine sehr groBe Anzahl von 
Proben ware nicht imstande, um bei einem derartigen Ergebnis ortliche 
und zeitliche Verschiebungen der Nihrstoffverhaltnisse, wie z. B. eine 
Abwasserwelle, zu eliminieren. Ein derartiger Fall einer iiberaus starken 
ortlichen Verunreinigung zeigt die Probe vom Mittellauf der Fulda, 
etwa 100 m hinter der Einleitung der ungeklarten stadtischen Abwasser 
der Stadt Fulda. Stabchen und Kokken von ,,normaler*‘ GroéBe herrschen 
vor, Ketten und Verklumpungen sind haufig, Aufwuchsformen selten. 
Die direkte Zaihlung ist hier optimal anwendbar, da Kiimmerformen 
kaum vorhanden sind. 

Die bakterielle Besiedlung des Oberflichenwassers eines eutrophen 
Sees (Seeburger See) erinnert wiederum an das Bild der Quellwasser- 
probe, wenn nicht auch hier wie im oligotrophen See Aufwuchsformen 
anwesend waren. 

In FlieBgewassern 1aBt die standige Durchmischung keine deutlichen 
Zahlenunterschiede zwischen horizontalen Zonen auftreten, wobei nicht 
nur die mechanische Vermengung, sondern auch die gleichmaBige Ver- 
teilung des Sauerstoffs usw. jede chemische Schichtung und damit Iso- 
lierung eines Stoffwechseltypes verhindert. In tieferen stehenden Ge- 
wassern wird dagegen der Hinflu8 stabilisierender Krafte stirker. Ab- 
gesehen von den temperaturabhangigen Schichtungen im Pelagial eines 
Sees weist das Bild der Zone unmittelbar tiber dem Boden die Kenn- 
zeichen einer Verunreinigung auf. Die Keimzah] des eutrophen Seeburger 
Sees liegt auch hier weit iiber der des oligotrophen Vierwaldstiitter Sees, 
umgekehrt jedoch, wenn man die einzelnen Zellen des Aufwuchses mit 
in die Zahlung einbezieht. Die Formenzahl und -groBe ahneln im letzteren 
Fall dem Bild der Besiedlung des Quellbaches, allerdings wieder mit 


Ausnahme des charakteristischen Aufwuchses und der Tatsache, da® die 
11* 


Bakterienzah/ 
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Plattenzahl weit geringer ist, als es der direkten Untersuchung nach zu 
erwarten ware. Das mag in Anbetracht des geringen Sauerstoffgehaltes — 
auf die Anwesenheit von Anaerobiern schlieBen lassen, deren Wachstum ~ 
auf den iiblichen ditmnschichtigen Agarplatten gehemmt wird oder ganz — 
unterbleibt. : 
Die Tatsache, daB sich das Verhaltnis der direkt zu der indirekt er-— 
mittelten Bakterienzahl bei verschiedenen Trophiegraden der Wasser- 
proben verschiebt, sagt aus, dafs verschiedene Keime erfaBt werden. Ein — 
Gleichstand der Zahlen (* in Abb. 1) scheint bei einer geringen Ver-— 
unreinigung, wie sie etwa im Quellbach vorliegt, méglich zu sein, wobei 
dann aber ebenfalls sicher ist, — 


% 4 daB mit beiden Methoden nicht 
dieselben Keime nachgewiesen 
werden. 

50 Die Plattenmethode erfaBt die 
vermehrungsfaihigen Keime um 


so vollstaéndiger, je geringer die 
Streuung und die Dichte sind, 
zunehimender Irophiegrad ‘was abgesehen von den <Auf- 

Abb. 1. Nachweisbarkeit der Bakterien in Ab- wuchsformen im Reinwasser am 

hangigkeit von dem Trophiegrad natiirlicher ehesten verwirklicht ist. Dabei 
Wasserproben mit der direkten Methode (A) und L * 

Ger Kulturellan (BY: muB jedoch immer. noch mit 

einem groBen Fehler (schatzungs- 

weise bis zu 100°) durch die einseitigen Wachstumsbedingungen gerechnet 
werden. Mit der direkten Methode, die im Reinwasser oftmals kein Bak- 


at re 


terium nachweisen kann, laiBt sich der Fehler bei gréBerer Bakterien- — 


dichte im giinstigsten Fall — der logarithmischen Phase einer Fliissigkeits- 
kultur — auf 4—5°% reduzieren (JANNAScH, 1953). Sie ist nur von der 
optischen Erkennbarkeit, also der Gré8e und Farbbarkeit der Zellen, ab- 
hingig. In Abb. 1 ist diese Beziehung der beiden Methoden zueinander nach 
den Ergebnissen simtlicher bisheriger Ziihlungen graphisch dargestellt. 

Wesentlich fiir die Kenntnis des 6kologisch-bakteriologischen Zu- 
standes einer Wasserprobe sind die Aufwuchsverbinde. Ihr Vorhanden- 
sein in Reinwasserproben kommt zugleich in einer herabgesetzten Plat- 
tenzahl zum Ausdruck, was dem obigen Schema prinzipiell widerspricht, 
jedoch zahlenmaBig kaum in Erscheinung tritt. In mehr verunreinigtem 
Wasser tritt die Zahl der Aufwuchsverbiinde zuriick, obgleich gerade 
hier Aufwuchspartikel reichlich zur Verfiigung stehen. 

Zieht man bei allen bisher besprochenen Erscheinungen in Betracht, 
wie stark bei den flachen und bodennahen SiiBgewissern die Umwelt- 
einfliisse in raéumlich und zeitlich geringen Bereichen schwanken kénnen, 
dann erscheint fiir weitere Untersuchungen die Forderung nach einem 
konstanten Grundmedium als das Zunachstliegende. 
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In Anbetracht der viel unkomplizierteren Verhiltnisse im marinen 
Lebensraum wurden die Untersuchungen im Meerwasser wiederholt, 
wozu im Golf von Neapel Gelegenheit war?. 


Die Proben wurden hier an drei Stellen verschiedenen Verunreinigungsgrades 
und mehrere Male iiber einen Zeitraum von 3 Wochen entnommen: 1. im Hafen 
von Mergelina (in 1 m Tiefe bei 4 m Gesamttiefe); 2. in der Mitte des Golfes, noch 
im Bereich der Hafenverunreinigungen (in 1m Tiefe bei 160m Gesamttiefe) 
3. auf der Hochsee siidwestlich Iscia (in 1 m Tiefe bei 600 m Gesamttiefe). 

Die Methodik war dieselbe wie bei der Aufstellung der Tab. 1, jedoch wurden 
die Platten mit dem Seewasseragar 2216 nach ZoBELt (1941) gegossen und 14 Tage 
bei 18° C bebriitet. Wahrend das Hafenwasser verdiinnt werden muBte, um eine 
gentigende Schichtdicke iiber dem Filter zu erreichen, mu8ten vom Hochwasser 
bis zu 10 cm® filtriert werden. 


? 


Tabelle 2. Bakterienzahlen je Kubikzentimeter und die verschiedenen Anteile der 

Formen und Grépen fiir drei Standorte des Meeres (Golf von Neapel). Die Prozent- 

zahlen der kulturell ermittelten Werte sind in Klammern gesetzt, weil sie in der Gesamt- 
zahl nicht enthalten sind. 


Hafen | Golf Hochsee 
| % % % 
der Gesamt- der Gesamt- der Gesamt- 

zahl | zahl zahl 
Stabchen > 2 u | 21,8 Mill.} 96,0 360.000 35,0 0 — 
Stabchen < 2 | 608000 2,8 480000 47,0 42 14,0 
Kokken > ly. | 240000 aa) 25 000 2,4 0 — 
Kokken < ly. 20000 0,09 141000 14,0 1250 52,0 
Ketten  .!).0 27. 8000 0,04 40 0,004 0 — 
Kolonien .. . 720 0,003 0 — 0 = 
Aufwuchs. . . 0 ==. | 20 0,002 98 34,0 
Gesamtzahl . . |22,67 Mill. 1,01 Mill. 2 90 
Kiimmerformen 1900 (0,008) 9500 (0,9) 1 30 (45,0) 
Plattenzahl . . | 3,64 Mill.| (16,0) 210000 | (20,0) 82 (28,0) 


Tab. 2 zeigt, daB das allgemeine Bild der drei Zonen den entsprechen- 
den Verunreinigungszonen des SiiBwassers vergleichbar ist. Doch noch 
weitaus deutlicher als im Wasser des oligotrophen Sees treten hier die 
Aufwuchsverbinde der Bakterien im Hochseewasser hervor. In den 
Prozentzahlen ist mit der Verdiinnung der Hafenverunreinigungen ein 
Zuriickgehen der groBen Formen, besonders der Stabchen, abzulesen bis 
zum Vorherrschen kleiner Formen und schlieBlich der Aufwuchsverbande. 

Das Auftreten der Aufwuchsverbainde ist demnach ein Charakteristi- 
cum fur nihrstoffarme natiirliche Gewadsser und stand zunachst im 
Mittelpunkt der weiteren Untersuchungen. 


1 Fiir die Arbeitsméglichkeit an der Zoologischen Station Neapel 1953 bin ich 
der Deutschen Forschungsgemeinschaft zu grofem Dank verpflichtet. 
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2. Die Adsorptionserscheinung und ihre Beziehung zur 
Verteilung der Bakterien. 


Bedeutung gewann die Frage nach der Wirkung des Aufwuchses durch 
die hiufig erérterte Beobachtung, daB die Keimzahl von Wasserproben 
in VorratsgefaBen zunimmt. 


Wahrend WAKsMAN u. Cargy (1935) den Grund im Absterben der planktischen 
Protozoen sahen, glaubt Krys (1935), daB hier die ,,Stabilitat des Ozeanwassers 
als chemischer und physiologischer Faktor“ in seiner wachstumsbegrenzenden 
Figenschaft gestért sei. WarrpLe (1901) fiihrt den sinkenden Sauerstoffgehalt an, 
wogegen aber ZoBrLts u. StapteRs (1940) Beobachtung spricht, da marine 

Bakterien in ihrem Wachstum unab- 

hangig von einer Sauerstoffspannung 
[es im Bereich 0,30—36,0 mg/l sind. Auf 
Grund der Tatsache, daB das Verhalt- 
nis von eingetauchter Wandfliche der 
GefaBe zur Wassermenge von ent- 
scheidender Bedeutung ist, kommen 
ZoBELLt u. ANDERSON (1936) nach 
weiteren Untersuchungen zu dem 
SchluB, daB allgemein die GréBe der 


ron 
i=) Ss 
Ss 


S 


SS 


mittl. Abwerchung a baktenenzoh| 


7 y Y/, 7 7 i 3 
Vol a (12 » solid surface‘, der eingetauchten 


Oberflache fester Ké6rper, fiir den 
Mittelwert der Piattenzahlen in der Verdiinnungs- | wachstumsbegiinstigenden Effekt ver- 
reihe einer Hafenwasser- (— A—) und einer Hoch- antwortlich gemacht werden kann. 


Abb. 2. Prozentuale mittlere Abweichung vom 


ey abate 6) cammlans Png Ce Sage Luoyps (1937) Experimente bestiti- 


gen diese Arbeitshypothese. 

STARK, STADLER, JANICE u. McCoy (1938) beobachten weiterhin, daB zunachst 
am Glas eine Anreicherung der gelésten Nahrstoffe vor sich geht, die sie als Grund 
fiir den wachstumsférdernden Hinflu8 ansehen. HEUKELEKIAN u. HELLER (1940) 
bestiatigen diese primaire Adsorption durch chemische Untersuchungen und setzen 
sie erginzend in Abhangigkeit zu dem Gehalt des Wassers an gelésten organischen 
Stoffen. Dabei stellen sie im biologischen Test fest, daB eine Wachstumsférderung 
nur in verdiinnten Medien auftritt. Das heiBt mit anderen Worten: In Medien, 
deren Nahrstoffgehalt fiir die vorhandenen Bakterien unteroptimal ist, wirkt jede 
regionale Konzentrierung der Energiequelle wachstumsférdernd. 


Werden diese Verhiltnisse auf das freie Wasser der See iibertragen, in 


—— 


der organische und anorganische feste Partikel die ,,solid surface‘ dar-— 


stellen, so ist verstiéndlich, daB sie dort zu Bakterieninseln werden ent- _ 


sprechend dem Wandaufwuchs in GlasgefiiSen, wahrend das freie Wasser 
mehr oder weniger bakterienfrei bleibt. 

Kine Abhingigkeit dieser Verteilungsverhiltnisse zum Nahrstoffgehalt 
oder Verunreinigungsgrad muB in natiirlichen Gewiissern in der Streuung 
zum Ausdruck kommen, die mit der Plattenmethode nachweisbar ist. 

Zu diesem Zweck wurde Hafenwasser so weit verdiinnt, bis es ungefihr dieselbe 
Keimzahl je Kubikzentimeter aufwies wie eine Probe des Hochseewassers. Das 
Verhaltnis war in diesem Fall 1:400. Von beiden Proben wurden nun Verdiinnungs- 


reihen mit dem Faktor 1/2 in 10 Stufen angesetzt, wovon je 6 Platten gegossen 
wurden. 
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In Abb. 2 ist die Streuung beider Serien wiedergegeben. Die prozen- 
tuale mittlere Abweichung jeder Verdiinnungsstufe liegt beim Hochsee- 
wasser mit Ausnahme eines Wertes iiber der der Hafenwasserprobe. Das 
Bild der direkten Untersuchung zeigt ergiinzend, daB diese Streuung auf 
das Vorhandensein von Bakterieninseln, bewachsenen Detritusteilchen, 
im sonst keimarmen bis keimfreien Wasser zuriickgeht. Obwohl im stark 
verunreinigten Hafenwasser weit mehr Aufwuchspartikel zur Verfiigung 
stehen, sind sie hier weniger bewachsen, und die Verteilung der Keime 
ist homogener (JANNASCH, 1954). 


3. Versuche zur Adsorptionswirkung fester Stoffpartikel. 


Synthetisierende Versuche zu dieser Erscheinung stehen der Schwierig- 
keit gegentiber, daB man kiinstlich keinen pelagischen Raum schaffen 
kann. Rechnerisch laBt sich aber unschwer ermitteln, daB das Verhiiltnis 
der Oberflache der unvermeidlichen GefaBwinde zu der Oberflache der 
Adsorptionspartikel sehr klein ist. Wird der Aufwuchs auf der unter- 
getauchten Glaswandung verfolgt, so kann man ihn mit der Wirksamkeit 
des Partikelaufwuchses in Beziehung setzen. 


Als Grundmedium fiir die Ansétze wurde das Wasser einer tiefgriindigen Bunt- 
sandsteinquelle des Sollings, der Aalequelle, verwendet, nachdem Versuche mit 
synthetischem Quellwasser fehlgeschlagen waren, weil der Ionengehalt bei geringen 
Vorratsmengen von je 101 nicht reproduzierbar war. Da nur die Konstanz der Zu- 
sammensetzung des Wassers von Wichtigkeit ist, wurde sie bei jeder Entnahme 
kontrolliert. Die Analysenwerte, fiir die ich Herrn Dr. Scumrrz zu Dank verpflichtet 
bin, waren: Ca+ Mg 0,32 mval/l, Na+ K 0,55 mval/l, Cl 0,80 mval/l, HCO; (oder 
Saurebindungsvermégen) 0,30 mval/l. Anorganischer Stickstoff sowie Phosphat 
wurden nur in Spuren gefunden. Hin geringer KMnO,-Verbrauch war auf die An- 
wesenheit von Hisen II-Ionen zuriickzufiihren. Der pqg-Wert betrug 6,5 vor und 
6,8 nach 2maligem Autoklavieren. : 

Das Wasser wurde in 10 Liter-Polyathylenflaschen transportiert und zunachst 
in einer eigens dafiir hergestellten Apparatur durch einen Membranfilter Nr. 5 von 
12 cm Durchmesser filtriert. Der Filterriickstand zeigte wenige pennale Kieselalgen, 
die also aus der benthischen Zone stammen. Seltener wurden neben abgeschwemm- 
ten Pflanzenresten planktische Algen gefunden. So konnten in 5 von 18 Proben 
(je 10 Liter) einzelne Melosira-Zellen beobachtet werden, die in dem kraftig durch- 
strémten Quellbecken ebenfalls mehr oder weniger aus der Bodenzone stammen 
mussen. 

Die Keimzahl schwankte bei 18 tiber 21 Monate verteilten Probeentnahmen von 
10—120 je Kubikzentimeter und bestand mit Ausnahme dreier Proben tiberwiegend 
aus Bac. subtilis. Weiterhin wurden Bact. vulgare, Micrococcus luteus und ein nicht 
naher bestimmtes Kurzstabchen isoliert. Bac. subtilis wurde als zymogene Form 
im folgenden als Testorganismus benutzt, nachdem sich bei friiheren Versuchen 
erwiesen hatte, daB Rohkulturen zu widersprechende Ergebnisse lieferten. Bei der 
Reinziichtung wurden hochkonzentrierte Medien soweit wie méglich vermieden. 
Trotzdem entspricht diese von einer Reinkultur ausgehende Arbeitsweise noch 
nicht den dkologischen Forderungen, sie ist aber vorerst unumginglich. Zur Bildung 
einer dichten Zellsuspension zum Beimpfen der Ansitze wurden 1 Liter-Kulturen 
mit 0,01%igem Peptonquellwasser 24 Std bei 20°C bebriitet, worauf sie kaum 
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oder nur den Beginn einer Triibung zeigten. Sie wurden unter sterilen Bedingungen ~ 


durch Membranfilter Nr. 5 filtriert, der darauf mit 20 cm® sterilem Quellwasser 


gewaschen eine stark getriibte aber nahrstofffreie Bakterienaufschwemmung er-— 


gab. Nach Bestimmung der Zelldichte konnten die Ansitze mit einer entsprechen- 
den Menge dieser Suspension beimpft werden. 

Das Bebriiten der Ansatze fand in 1,8 Liter-FeRNBAcH-Kolben bei 18°C im 
diffusen Licht statt. Der VerschluB der GefaBe und die GréBe der Fliissigkeitsober- 
flache gestatteten ein vollig aerobes Wachstum. Diese Arbeitsweise gilt ebenfalls 
fiir alle Ansiitze der folgenden Versuche, bei denen Quellwasser als Grundmedium 
verwendet wurde. 

Nach den Versuchen fiir eine geeignete Darstellung des Planktonersatzes wurde 
Chitin gewahlt, das den Vorteil hat, bei der hier verwendeten mikroskopischen 
Methode ungefarbt zu bleiben. Neben der Tatsache, daB ein nicht geringer Teil des 


natiirlichen Planktons aus Chitin besteht, ist es auch als nicht léslicher organischer, — 


mit groBer Oberflache gut adsorbierender und fiir die hier verwandten Bakterien 
nicht angreifbarer Stoff auch in physiologischer Hinsicht bestens geeignet. 
Das Chitin wurde aus den Panzern von Strandkrabben nach der Vorschrift von 


BENECKE (1905), die von STANIER (1947) verbessert wurde, gewonnen: Mit n/10 HCl ~ 


wurden nach sorgfaltiger mechanischer Reinigung von EiweiBresten die Kalk- 


inkrusten herausgelést, darauf wechselweise mit 2 n NaOH gekocht und aus- © 


gewaschen, bis bei Zusatz von CuSO, die Biuretprobe negativ ausfiel. Farbstoffe 
wurden soweit wie méglich mit verdiinnter KMnO,-Lésung, der entstehende Braun- 
stein durch 1%ige Oxalsdiure in 2 n H,SO, entfernt. Nach griindlichem Waschen 
wurde mit Ather entfettet. Das vorher grob zerkleinerte Chitin wurde nun im 
Homogenisator auf eine Teilchengr6éBe von 5—30 yu gebracht, die sich durch Zentri- 
fugieren leicht von gréBeren Teilchen und dem Staub trennen lie’. Die Dichte einer 
Aufschwemmung dieser Teilchen in sterilem Quellwasser wurde bestimmt und die 
entsprechenden FERNBACH-Kolben mit einer Menge beschickt, die sich im Verhalt- 
nis zu der zu zihlenden Bakterienmenge im Praparat gut erfassen lieB. 

Als geléste organische Substanz wurde Pepton in verschiedenen Konzentrationen 
hinzugefiigt, von denen die vier charakteristischsten (0; 0,5; 1,0 und 5,0mg Pepton/1) 
hier wiedergegeben werden. Nach erneutem Autoklavieren wurde mit 1000 Zellen 
je Kubikzentimeter beimpft. Diese Dichte ist mit der direkten Methode noch gut 
erfaBbar, wenn es sich um Kulturformen handelt. GréBere Bakterienzahlen je 
Kubikzentimeter ergaben Wachstumskurven, die denen glichen, die bei héherer 
Nahrstoffgabe erzielt worden waren, worauf spiter noch naiher eingegangen wird. 
Zur Zahlung der an den Glaswanden anhaftenden Bakterien wurden Deckglaschen 
als Aufwuchsplatten versenkt. 

Die Probeentnahmen fanden 2—3 mal tiglich statt und variierten mengenmafig, 
je nach Wachstum der Population, von 10—/,5) cm, die jeweils auf einer filtrie- 
renden Flache von 25 mm? konzentriert und prapariert wurden. 


Die aus je vier Parallelansiitzen ermittelten Kurven der Abb. 3 stellen 
die Vermehrung von Bac. subtilis im wi®rigen Medium in Abhiangigkeit 
von niederen Nahrstoffkonzentrationen und der Anwesenheit von adsor- 
bierenden Schwebteilchen dar. Die direkt gewonnenen Zahlen zeigen, 
dafs in allen Proben eine Zellvermehrung eingetreten ist, die mit Aus- 
nahme der Reinwasserprobe und der 5 mg-Probe eine deutliche Férde- 
rung durch die Chitinpartikel erfihrt. Nach bereits wenigen Tagen er- 
reichen die Vermehrungskurven ihren Gipfel, worauf die gut erkennbaren 
Zellformen rasch abnehmen, Sporenbildung eintritt und sich die Farb- 
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barkeit vermindert, so daB die direkte Beobachtung keine exakten und 
Bei den Proben, denen Chitinteilchen 


verwertbaren Zahlen mehr ergibt. 
zugesetzt waren, tritt eine gut 
sichtbare Konzentrierung der 
Zellen um die Partikel auf, in sehr 
geringem Mage allerdings bei der 
Reinwasserprobe. Wahrend die 
wachstumsfordernde Wirkung 
hier gering ist, bleiben die Maxima 
der zweiten und dritten Probe 
ohne Chitinzusatz sowohl auf der 
Ordinate wie auf der Abszisse 
hinter denen der Partikelauf- 
schwemmungen zuriick. Bei dem 
Ansatz mit 5,0 mg Pepton/l 
treten die beiden Kurven erst 
nach rund 21% Tagen auseinander, 
wo bereits eine Tribung der 
Kulturfliissigkeit und eine Ver- 
klumpung der Zellen zu beobach- 
ten ist. Die Ansatze mit 0O—1 mg 
Pepton/l zeigen keine Triibung. 

Die eigentliche Wirkung der Ad- 
sorption wird durch den starken 
Abfall der Plattenzahl dargestellt, 
wie er in den Proben mit 0,5 und 
1,0mg Pepton/lauftritt. Wahrend 
die chitinfreie Kultur einen schwa- 
chen Anstieg und Abfall der 
Zahlen zeigt, sinken sie bei der 
mit Schwebeteilchen versetzten 
Probe in der logarithmischen 
Phase plotzlich ab. Das stimmt 
zeitlich tiberein mit der direkt 
mikroskopisch beobachteten Bil- 
dung des Aufwuchses, der die Ver- 
mehrung der Zellen auf eine ge- 
ringe Anzahl von Populations- 
bezirken konzentriert, die auf der 
Agarplatte je eine Kolonie er- 
geben. 

In der Reinwasserprobe tritt 
dieser Effektnur sehr schwach auf. 
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Abb. 3. Die Wirkung adsorbierender Chitin- 
partikel auf die Zellzahl von Bac. subtilis (nach 
einer direkten Methode und dem _ Platten- 
verfahren bestimmt) in Abhangigkeit von. der 
Nahrstoffkonzentration. 
— — — mit, ohne Chitinpartikel. 
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Um daher zu entscheiden, ob ein Teil dieser Adsorption auf rein mecha- 


nische elektrostatische Vorgiinge zuriickzufiihren ist, wurde der Faktor — 


der nachtriiglichen Vermehrung durch Reservestoffe ausgeschlossen. 


Eine 5 Monate lang in reinem Quellwasser aufbewahrte Kultur von Bac. subtilis 


\ 


ergab eine Plattenzahl von 12200 je Kubikzentimeter, die direkte Untersuchung — 


zeigte eine geringe Anzahl von Sporen. Nach Zusatz einer Partikelaufschwemmung, 
die ebenfalls frei von verwertbarer organischer Substanz war, blieb die Plattenzahl 
fast unverandert. Eine Reihe von Kontrollversuchen mit ausgewaschenen Zellen 
der logarithmischen Phase einer nahrstoffreichen Kultur zeigte wie in der Probe 
ohne Pepton das Bild eines, wenn auch gering geférderten Wachstums bei Partikel- 
zusatz. 


Der Befund sagt aus, daB8 zumindest bei den im nahrstoffarmen Wasser 
vorliegenden Formen von Bac. subtilis weder eine mechanische noch 
eine echte Adsorption im physiko-chemischen Sinne einen wesentlichen 
EinfluB hat. 

Die eigentliche Anreicherung der Zellen an den Partikeln geht waihrend 
der Vermehrung vor sich. Méglicherweise ist die Beweglichkeit der vege- 
tativen Stadien von Einflu8. Der Ansatz mit 5mg Pepton/l zeigt nur 


ein allgemeines Zuriickstehen der Plattenzahlen, das wahrend der eigent- — 


lichen Wachstumsphase der Kultur zunimmt. Dafiir sind, wie das mikro- 
skopische Bild zeigt, Verklumpungen und Kettenbildungen verantwort- 
lich, die in Flissigkeitskulturen héherer Nahrstoffkonzentrationen mit 
Beginn der Triibung aufzutreten pflegen. Hier kommt die Adsorptions- 
wirkung der festen Partikel durch die gleichmaBig verteilte tiberoptimale 
Nahrstoffkonzentration nicht zur Geltung. 


Die Vermutung, dali die chemische Adsorption geléster organischer 
Nahrstoffe der primare Grund fiir die wachstumsfordernde Wirkung der 
Schwebstoffe sei, wurde schon von ZOBELL u. ANDERSON (1936) und von 
Srark u. Mitarb. (1938) mit summarischen und indirekten Nachweisen 
unterbaut. Einen direkten Nachweis konnte ich auf folgende Weise er- 
bringen: Chitinpartikel wurden steril in Quellwasser mit Zusitzen von 
0,1; 0,5 und 1,0 mg Pepton/l 3 Tage aufbewahrt, filtriert, gewaschen und 
in nihrstofffreiem Quellwasser mit 1000 Bakterienzellen/cm® angesetzt. 
Im Unterschied zu Kontrollversuchen zeigten nur solche Teilchen einen 
Aufwuchs, die mit Pepton vorbehandelt worden waren, also Nihrstoffe 
angereichert hatten. 


Da die chemische Adsorption durch ihre elektrostatische Natur py-abhingig ist, 
wurden diesbeziigliche Experimente angesetzt. Schwierigkeiten bereitete das voll- 
stindig ungepufferte Quellwasser, dessen py stindig kontrolliert werden muBte. 

Mit Ausnahme geringer Wachstumsunterschiede, die aber auch auf die Ver- 
schiebung des py-Wertes in den fiir die Bakterien giinstigeren oder ungiinstigeren 
Bereich zuriickgefiihrt werden kénnen, wurde eine wirksame Beziehung nicht fest- 
gestellt. Es kann jedoch in einigen Fallen ein EinfluB auf die Verteilung der Nahr- 
stoffe und deren Ausnutzbarkeit bestehen [OHLE (1935)] 
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Uber eine artspezifische Adsorption verschiedener Bakterien berichten EIsEn- 
BERG (1918) sowie RuBEeNtTsomiK, Rorstn u. BIELJANSKY (1936) nach Versuchen mit 
verschiedenen anorganischen Materialien. GuNNISON u. MARSHALL (1937) wider- 
legen ihre differenzierten Ergebnisse zum groBen Teil, wobei sie feststellen, daB der 
hier benutzte Bac. subtilis ausnahmslos von allen verwendeten Medien adsorbiert 
werden konnte. 

Weiter ware die Frage von Interesse, ob sich — wie ZoBELL (1943) fiir den Auf- 
wuchs von Bakterienrasen auf Cholodynplatten annimmt — die anreichernde Wir- 
kung der Adsorption ebenfalls auf die Stoffwechselprodukte innerhalb einer Auf- 
wuchsgesellschaft. erstreckt und ob diese ,,Bakterieninseln‘‘ im nahrstoffarmen 
Wasser somit mehr oder weniger isolierte, in sich geschlossene Kreislaufe bilden. 
Dieses Problem kann zunachst mit den Mitteln der morphologischen oder physio- 
logischen Untersuchung noch nicht entschieden werden. 


4. Die Formverainderungen der zymogenen Bakterien in Ab- 
hangigkeit von der Nahrstoffkonzentration. 


Die morphologisch-bakteriologische Analyse einer Substratprobe kann 
nur sehr begrenzt angewandt werden und nur in ganz seltenen Fallen zur 
systematischen Erfassung einiger besonders charakteristischer Formen 
fihren. Die Abhangigkeit der Bakterienform, der ZellgréBe oder. der 
Lebensdauer eines Entwicklungsstadiums von den Aufenfaktoren, ins- 
besondere wiederum dem Niahrstoffangebot, ist daher von groBem 
Interesse fiir jede direkte Untersuchung. 

CHOLODNY (1929) und RapstmowskI (1930) fanden mit einer direkten 
Methode (siehe 8. 151), daB sich die als systematisches Kennzeichen gel- 
tende Staébchen- und Kokkenform ungleich auf verschiedene Standorte 
verteilte. Die kulturelle Nachpriifung bestatigte dieses Ergebnis nur un- 
vollstindig, so daB angenommen werden mute, daB die in nahrstoff- 
armen Gewassern vorkommenden Kokkenformen keine eigentlichen 


Kokken waren. 

Andere Autoren fanden ahnliche Ergebnisse in autochthonen bzw. Kulturbéden, 
Horr (1950) sogar mit der nicht eigentlich direkten Aufwuchsplattenmethode. 
Letzteres ist besonders interessant, da dieser Unterschied der Formen in Substraten 
verschiedenen Nahrstoffgehaltes nirgends mit einer kulturellen Methode entdeckt 
oder beschrieben worden ist. Daf Stabchen und Kokken auch charakteristisch 
nebeneinander vorkommen kénnen, zeigten RrepeL u. Fuenmic (1933) an einer, 
Srapp u. Borers (1934) an mehreren Formen. Ebenso beschreibt FUCHTBAUER 
(1951) das charakteristische Vorkommen kokkenformiger Farbstoffbildner in oligo- 
trophen Seen. Das Resultat der direkten Untersuchungen bedeutet aber, da der 
Begriff ,,Kokken“ fiir die in reinen Wasser- (oder Boden-) proben gefundenen Bak- 
terienformen zumindest in den Fallen nicht oder nur selten zutrifft, wo es sich um 
zymogene Bakterien handelt. : 

DaB® sich kokkenférmige Bakterien unter giinstigen Bedingungen zu Stabchen 
zu entwickeln vermogen, ist seit lingerem bekannt. Direkt beobachtete Hopr (1950) 
das Auswachsen von Kokkenformen, die sie von Aufwuchsplatten isoliert hatte, in 
Kulturmedien zu Staibchen. Das eindeutigste Beispiel gibt StrRuceER (1949), der 
bei Kokken von 1 « Durchmesser, die er direkt aus dem Boden isolierte, eine Ent- 
wicklung zu Stabchen von 3—7 ~ Lange beobachtet. Nach StruGGER zeichnen 
sich die Bodenbakterien durch eine kleine Wuchsform aus, und er macht fiir die in 
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der Kultur und im natiirlichen Substrat vorhandenen Bakterienformen die unter- 
schiedlichen Lebensbedingungen verantwortlich. Kuprena (1932 und 1941) deutet 
ebenfalls im Hinblick auf die Bodenpilze auf deren abweichenden Habitus im 
Kulturmedium hin. Auch lassen sich im Boden mikroskopisch kokkoide und Stab- 
chen-Formen von Actinomyceten nicht von Bakterien unterscheiden. 


Im Verlauf der bisherigen Untersuchungen war der Begriff ,,Ktimmer- 
form‘ fiir die nicht auf Membranfiltern direkt zihlbaren Bakterien ver- 
wendet worden. Er soll nun fiir alle Formen gebraucht werden, die be- 
deutend kleiner als ihre Kulturform sind, wie z. B. die kokkenformigen 
Stadien zymogener Stabchen. Es ist fiir Kimmerformen charakteristisch, 
daB sie nie in Teilungsverbanden auftreten und selten gleichgroB oder 
gleichformig rund sind. Im allgemeinen finden sich neben den gut farb- 
baren und daher vermutlich vegetativen Zellen nur sehr wenige von den 
bekannten ,,Dauerformen‘‘, so daB man geneigt ist, anzunehmen, dab 
vegetative Formen zumindest einen Teil der Funktionen tibernehmen 
k6nnen, die man wblicherweise den Dauerformen zuschreibt (fiir Azoto- 
bacter siche FLOETHMANN, 1954). 


Der Sporenreichtum des oligotrophen Wassers ist gering. Auch Hopr 
weist nur in einem Fall auf das Vorhandensein von Sporen in unbearbei- 
teten Boden hin, wobei allerdings zu bemerken ist, dafi die Aufwuchs- 
platte nur Formen erfassen kann, die aktiv auf ihr haften. Cysten, wie 
sie von den Nitritbildnern im Boden beschrieben worden sind, wurden 
bei meinen Untersuchungen im Wasser nicht gefunden, was im Hinblick 
auf ihre mutmaBliche Entstehung aus Schleim auch verstindlich wire. 

Dem Versuch STRUGGERs entspricht die kulturelle Erfassung der auf 
Membranfiltern zunachst nicht eindeutig identifizierbaren Kimmer- 
formen, die sich durch Auflegen der Filter auf Nahrbéden zu Kultur- 
formen entwickeln. Umgekehrt ist die Beobachtung bekannt, daf die 
,normalen‘* Bakterienformen in einer Kulturfliissigkeit abnehmen und 
schheBlich verschwinden kénnen, wenn die Energiequelle verbraucht ist 
oder auch ein anderer Faktor der gesamten Nahrstoffwirkung in das 
Minimum gerait. Wahrend die optische Erkennbarkeit oder einfach die 
GroBe und Farbbarkeit der Zellen abnimmt, sinkt jedoch die kulturell | 
ermittelte Keimzahl sehr viel langsamer. Wie weit dem Problem des 
Formenwandels der Bakterien in Abhiangigkeit von der Nahrstoff- 
konzentration mit dem Vergleich indirekter und direkter Zahlung und 
der morphologischen Beschreibung niherzukommen war, sollten folgende 
Ansiitze zeigen. 


Die Kulturen wurden wie bei den Versuchen zur Adsorption mit dem entspre- 
chend vorbereiteten Quellwasser in Farrnpacu-Kolben angesetzt, jedoch ohne Zu- 
satz von Chitinpartikeln. Zur Errechnung des Anteils der an den GefaSwanden ad- 
sorbierten Bakterien wurden ebenfalls wieder Deckglaschen versenkt. Die Probe- 
entnahmen fiir die direkte und die kulturelle Zihlung fanden 2—3 mal taglich statt. 
Als Testorganismus wurde wiederum Bac. subtilis verwendet. 
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Die Peptonkonzentrationen (0; 0,5; 1,0; 5,0 mg/l) sind nach vergleichenden 
oxydimetrischen Bestimmungen der gelésten organischen Substanz in einigen. 
natiirlichen Gewassern verschiedener Verunreinigungsstufen gewahlt worden. Die 
Werte der Titration mit KMnO, im Schwefelsauren bzw. mit Chromat und Riick- 
titration des freien Jods sind bei Konzentrationen von 10 mg/l und weniger nur 
noch gréBenordnungsmaBig zu werten und auch nur dann, wenn vergleichbare Be- 
dingungen eingehalten werden. So entsprachen 0,15 mg KMnO, 1 mg Pepton, wenn 


nach 15 min im Wasserbad bei 80° C: 


ein schwaches, mit einer Vergleichs- 
lésung gemessenes Rosa zuriickblieb. 
Auf diese Weise konnte noch mit einer 
1/599 KMnO,-Lésung titriert werden. 
Der Blindwert ist in natiirlichen Ge- 
wassern bei diesen KiweiSkonzentra- 
tionen verhaltnismaBig hoch, deshalb 
wurde zur Entfernung von Schwefel- 
wasserstoff, Sulfiden und Nitriten die 
angesduerte Probe aufgekocht. Die 
Chromat-Methode ergibt sehr viel 
héhere Werte, wobei sich aber die 
Oxydation auf die gesamte Biomasse 
erstreckt (VINBERG u. PLatova, 1951). 

Im Aalequellwasser konnten nach 
der Oxydation der Hisen II-lonen 


keine organischen Stoffe festgestellt. 


werden und ansteigend bis zu der 
stairksten Verunreinigung in dem- 
selben Bach hinter dem Dorf Schén- 
hagen etwa 12 mg/I. 

Kroes (1931) gibt fiir Seewasser, 
das in diesem Zusammenhang als oli- 
gotroph gelten muB, 4,7 mg/l an, 
Kay (1954) durchschnittlich 3,3 mg/I. 
Andere Autoren sprechen von einigen 
Milligramm als Durchschnittswert, 
undallgemein kann gesagt werden, dah 
durchschnittliche natiirliche Verun- 
reinigungen selten 10 mg/l tiber- 
schreiten. 

Die Kurven der Abb.-4 geben 
die Mittelwerte der Ergebnisse 


von je acht Ansiatzen wieder. 
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Abb. 4. Die Zellzahl und der Verlust der Kultur- 
form bei Bac. subtilis in Abhangigkeit von der 
Nahrstoffkonzentration. Erklarung im Text. 


Wahrend des Wachstums und der Vermehrung der eingeimpften Zellen 
lassen sich vier Perioden unterscheiden, die jeweils das charakteristische 
Bild einer vorherrschenden Entwicklungsform zeigen: 

Periode I: Bei einer verschieden starken Zellvermehrung sind keine 
verinderten Formen zu beobachten, Staébchen von 3—6 4 Lange und 


1—1,5 uw Breite. 


Periode II: Die Sporenbildung setzt ein. Kleinere Staébchen von rund 
2 Linge und weniger als 1 Breite beherrschen das Bild. Die Zell- 
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teilung scheint gegeniiber dem Wachstum beschleunigt zu sein. Die Kul- 
turformen werden selten. In der Probe mit 5 mg/l Pepton setzen Ver- 
klumpungen ein. 

Periode III: Keine oder nur ganz vereinzelte urspriingliche Zellformen 
sind noch vorhanden. Die direkte Zaihlbarkeit nimmt weiter ab und wird 
sehr ungenau (punktierte Linie). Neben Ubergangsformen zwischen 
Kurzstibchen und unregelmaBigen Kokken liegen kaum farbbare fadige 
Gebilde vor und nur vereinzelte Sporen. Die direkt ermittelte Zahl sinkt 
unter die Plattenzahl. 

Periode IV: Das mikroskopische Bild zeigt nur noch wenige Formen, 
die als Bakterien angesprochen werden kénnen. Die direkte Zahlung 
wird unméglich. Die Plattenzahlen haben hier ebenfalls ihr Maximum 
uberschritten. 

Nach diesen vier willkiirlich abgetrennten Perioden wird also ein Zu- 
stand erreicht, der der stationéren Besiedlungsphase in nattirlichem 
naihrstoffarmem Wasser vergleichbar ist. Auch ohne Zugabe einer 
Energiequelle geht anfangs noch eine Vermehrung der eingeimpften 
Zellen vor sich, offensichtlich auf Kosten der Zellsubstanz. Das orga- 
nische Material, das durch die Bakteriensubstanz in die Probe gelangt, 


betragt im Uberschlag héchstens 0,001 mg/l. Diese Menge wiirde in ge- — 


RA A A CT i ee OE OL AI le mrembayapi 


A od tegen a 


léster Form kaum eine sichtbare Wirkung auf das Bakterienwachstum — 


ausiiben, als Speicherstoff in der Zelle selbst jedoch wirkt es wie adsor- 
bierte Substanz, die in den direkten Kontakt mit der Zelle gebracht 
worden ist. Dieser Umstand kénnte die Erscheinung erkliren, daB 
dichtere Bakteriensuspensionen zunachst ein Wachstum zeigen, das einer 
vielfach erhohten Nahrstoffkonzentration entsprechen wiirde. Die Sporen- 
bildung trat in allen Fallen nur zu etwa 15—25°% der Gesamtzellzahl auf. 
Ein Teil davon keimte spiter wieder aus, so daB sie in der Endphase. 
einen noch geringeren Prozentsatz ausmachten. In aqua dest. konnte eine 
Sporenbildung bis zu 70°% beobachtet werden, wihrend die Entstehung 
der Kiimmerformen wie im folgenden Abschnitt beschrieben verlief. 

Die Periode II, in der die erste Bildung kleinerer Zellformen vor sich 
geht, wird mit steigender Nahrstoffkonzentration kleiner. Die optimale 
direkte Zihlbarkeit nimmt hier wieder ab, zugleich erreicht die so er- 
mittelte Zellzahl ihr Maximum. Der letzte Teil des Anstiegs bedeutet 
also keine Zunahme der Zellsubstanz mehr, sondern nur eine Vermehrung 
bei einer steten Verkleinerung der Zellen. Das schnelle Absinken der 


direkt ermittelten Zahlen im dritten Abschnitt, dargestellt durch die — 


gebrochene Linie, beruht bereits auf der schlechten Erkennbarkeit der 
entstandenen Kiimmerformen. Die Plattenzahl erreicht hier erst ihr 
Maximum, und der Verdacht liegt nahe, daB sie eher die erhhte Teilungs- 
geschwindigkeit zu Beginn der stationiren Phase anzeigt als das wirk- 
liche Maximum der Wachstumskurve. 
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Kin Aufwuchs an den GefaiBwanden fehlt vollstiéindig in den Rein- 
wasserproben, in den tibrigen setzt er erst in Periode III und IV ein. 
Die Entwicklung geht hier, wenn auch wesentlich langsamer, ganz ent- 
sprechend vor sich. In der Probe, die 5,0 mg Pepton/| enthalt, waren 
Kulturformen noch nach etwa 6 Wochen im Aufwuchs zu finden. 


5. Spezielle Faille der Kimmerformbildung. 


Nach dieser summarischen Untersuchung zur Bildung von Kiimmer- 
formen erhob sich die Frage nach den morphologischen Einzelheiten. 

Die Ansitze fanden in Reagensglasern statt, die in Parallelproben je als Ganzes 
filtriert wurden. Im Prinzip entspricht diese Arbeitsweise der vorhergehenden, nur 
liegt hier das Schwergewicht auf der qualitativen Erfassung der Bildung von 
Kiimmerformen. Die Schwierigkeit hierbei 
ist, daB die groBe Verdiinnung der Zell- 
suspensionen bei jedem Nachweis eine 
Konzentrierung erfordert, die mikrosko- 
pische Erfassung und die Praparierbarkeit 
auf Membranfiltern fiir cytologische Unter- 
suchungen aber begrenzt ist. 

Definitionsgema8 konnen die Kiim- 
merformen sehr verschiedenen Ur- 
sprungs sein. So wurden durch mikro- 
skopische Beobachtung der Form- und Abb. 5. Auskeimen der Sporen von Bac. 

se: ie 4 a subtilis za Kitmmerformen. 
GroRenveranderung bei Bac. subtilis Membranfilterpriiparat, 1000fach. 
zwei Wege festgestellt, die in ihrem Ver- 
lauf reproduzierbar waren, nicht jedoch in ihrem quantitativen Auftreten. 

1. In reinem Quellwasser trat nach etwa 3 Tagen zu 25—30% Sporen- 
bildung ein, nachdem einige Zellteilungen bei einer kaum merklichen 
Verminderung der ZellgréBen stattgefunden hatten. Wahrend ein ge- 
ringer Teil dieser Sporen unverindert blieb, keimten die tbrigen nach 
2 oder 3 weiteren Tagen zu unregelmaBig geformten kokkenartigen und 
der urspriinglichen GréBe gegeniiber wesentlich kleineren Zellen aus 
yon einem durchschnittlichen Durchmesser von 1 « (Abb. 5). Ein Wachs- 
tum oder eine weitere Teilung dieser gut farbbaren Zellen konnte nicht 
weiter beobachtet werden. Der Anteil der Zellen, der keine Sporenbildung 
zeigte, verinderte sich auf die weiter unten beschriebene Weise. Die 
Umwandlung eines dritten Teiles von etwa 20% der Gesamtzahl entging 
der Beobachtung, worunter auch die wenig haufigen und sehr schlecht 
mit Methylenblau farbbaren fadigen Formen fallen. 

Es schien, da die Sporenbildung nur bei Zellen einer bestimmten 
GréBe méglich war, was auf einen fir diesen Zweck notwendigen 
Speicherstoffvorrat schlieBen lieBe. 

Mit dem kulturellen Verfahren wurde festgestellt, daB die durch 
Keimung der Sporen entstandenen Kiimmerformen vermehrungsfahig 
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waren. Schon in der ersten Generation begann, wie die direkte Beob- 
achtung auf Membranfiltern zeigte, eine GroBenzunahme. Dann folgten 
die Teilungen zu normalen Kulturformen. 

2. Der zweite beobachtete Fall trat in allen Ansatzen bis zu 1 mg 
Pepton/l zwischen 20—50°%, der Gesamtzahl auf. Die Erscheinung geht 
von der haufig beobachteten Tat- 
sache aus, da die Innenstruk- 
turen der Zellen bei Stickstoff- 
mangel mehr und mehr hervor- 
treten. Diese Strukturen, oft als 
,,Polkérperchen* bezeichnet, er- 
weisen sich als Volutin. Nach etwa 
5—8 Tagen bilden sich je nach 
Grobe der Zelle 2—4 abgerun- 
dete, mit NrrsseRs Volutin- 
farbung rotviolett erscheinende 
Ko6rper. Dabei zeigt die restliche 
Zellsubstanz eine Art Verquellung, 
wahrend ihre Farbbarkeit standig 
abnimmt. Die Abb. 6a—6¢ stellen 
den Ablauf dieser Entwicklung 
dar, der einem regelrechten Zer- 
fall der Zellen nach 10—12 Tagen 
gleicht. Der Zellrest wird schlieB- 
lich bei vorsichtiger Methylen- 
blaufarbung nicht mehr gefarbt. 
Nach 12—15 Tagen k6énnen nur 
noch die auf Volutinfarbung re- 
agierenden Kérperchen beobach- 
tet werden, die in den meisten 
Fallen keinerlei Zusammenhang 
we as ~ wie in der urspriinglichen Zelle 
Abb. 6. Zerfall der Kulturform von Bac. subtilis mehr aufweisen. 
aa Te apes, Mette, mah 22, 200, ua cs Direle bis kona kein aga 

mehrungsfihigkeit dieser Formen 
festgestellt werden, zudem ging im indirekten Test das Auftreten dieses 
Zellzerfalles summarisch parallel mit der Verminderung der Plattenzahl., 

Obwohl diese Restk6rper in groBer Menge einzeln und in kleinen 
Gruppen noch lange Zeit in der Probe zu finden sind, ist der beschriebene 
Vorgang nicht eigentlich als Kiimmerformbildung zu bezeichnen. RrpreL 
(1949) weist auf die Gefahr hin, daf Bakterien in manchen Fallen mit 
Bakterieninhaltsstoffen verwechselt werden konnen, was sich fiir mor- 
phologische Bildungen unter ungiinstigen Lebensbedingungen erweitern 
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1a8t. So findet man im Quellwasser und oligotrophen Seewasser oft 
Formen, wie sie Abb. 6¢ zeigt, die man ebenfalls auf Membranfiltern nicht 
zur Vermehrung bringen kann. 

Dr Ley (1951) beobachtet die ganz entsprechende Entwicklung in 
einer stickstofffreien Minerallésung und deutet das Hervortreten der 
stark farbbaren Kérperchen als ,,Demaskierung’ vorhandener Struk- 
turen durch den Verbrauch von Reservesubstanzen, die sonst fiir die 
diffuse Anfarbung der Zellen verantwortlich sind. Die verbleibenden 
Restkorper bezeichnet er allerdings als Kerne. Leider konnte hier der 
erwahnten Schwierigkeiten wegen keine Kernfarbung vorgenommen 
werden. 

SmirH, WILKINSON u. Dueurp (1954), die Volutin als intermediares Stoffwechsel- 
produkt und Speicherstoff auffassen, stellten fest, daB Stickstoff- und Schwefel- 
mangel dessen Bildung auslésen, wobei Phosphor, Magnesium und Natrium vor- 
handen sein miissen. Bei der hier beobachteten Volutinbildung enthielten die 
Medien keinen Phosphor. Es scheint vielmehr, wofiir auch die Farbungserschei- 
nungen sprechen, eine Zusammenballung der Nucleinsiuren vorzuliegen. Es wurde 
nicht beobachtet, daB der Sporenbildung, die ja ebenfalls mit einer Phosphat- 
anreicherung verbunden ist, eine Volutinbildung vorausging. PmescH (1924) erzielt 
eine gute Volutinbildung auch auf phosphatarmem Nahrboden und gibt allgemein 
an, da sie durch fast alle wachstumshemmenden Hinfliisse geférdert wird (ebenso 
Lentze, 1930). Beltiftung und gute Nahrstoffversorgung hemmen umgekehrt die 
Volutinbildung. 


Ungeklart bleibt zunachst jedoch, ob diese Restkorper mit den im 
oligotrophen Wasser vorkommenden ahnlichen Gebilden identisch sind, 
und weiterhin, von welchen AuBenfaktoren es abhangt, ob die Sporen- 
bildung und weitere Keimung kleinerer Formen oder der Zellzerfall 
durch Aufzehrung der diffus verteilten Reservestoffe eintritt. 


3. Entsprechende Untersuchungen an einem Nichtsporenbildner (Bact. 
vulgare) zeigten ein sukzessives Kleinerwerden der Zellen bis zu einem 
mit der direkten Methode optisch nicht weiter differenzierbaren Nieder- 
schlag, aus dem sich aber auf Nahrboden lebhaft neue Zellen der ur- 
spriinglichen Gro8e entwickelten. 

Allgemein kann man die Bildung der Kiimmerformen in nahrstoff- 
armen Medien nach RippEt neben der morphologischen als ,,biologische 
Sporenbildung“ bezeichnen. Bei den Sporenbildnern erfolgte sie bei dem 
hier untersuchten Stamm im Anschlu8 an die morphologische Sporen- 
bildung, dagegen scheint sie bei den Nichtsporenbildnern auf ein ver- 
zogertes Wachstum bei einer weniger verzdgerten Teilungsgeschwindig- 
keit zuriickzugehen. 

Interessant ist in diesem Zusammenhang die Morphologie des Bact. 
globiforme, das von seinem Entdecker Conn (1928) als neue Art Arthro- 
bacter bezeichnet worden ist, dann aber von BerGEy zunachst zu den 


Proactinomyceten und heute zu den Eubacteriales gerechnet wird. Ks ist 


Archiy f. Mikrobiologie, Bd. 23. 12 
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schwer zu entscheiden, ob es auf Grund verschlechterter Ernaéhrungs- 
bedingungen tatsichlich echte Kokken bildet. Nach der Berichia an 
Tayors (1942) durch Woop (1953) kommt es auch in Gewassern vor. 
Woop isolierte es jedoch nicht aus dem nahrstoffarmen freien Wasser, — 
sondern von der Oberfliche von Seefischen, was wiederum sehr an die | 
von ManrscHEWSsKY u. ParTMANN (1951) beobachtete Form ,,Poly- 
morphus erinnert, die dieselben typischen Restayerendenine a durch- 
laufen kann und als Wasserform bezeichnet wird. : 

Die morphologischen Veranderungen von Bakterien wahrend ver-— 
schiedener Wachstumsphasen in Kulturmedien liegen nach PoRTER- 
(1946) in ihrem Ausma8 stets unter dem durch ékologische Einfliisse ~ 
bedingten Formenwechsel. 


B. Physiologische Untersuchungen der Stoffwechselaktivitat. 


Wahrend sich die bisherigen Untersuchungen mit dem Teil der bak- 
teriellen Stoffwechselaktivitaét beschaftigt haben, der im Wachstum und 
in der Vermehrung der Zellen zum Ausdruck kommt, sollen nun die 
kurz als Betriebsstoffwechsel zu bezeichnenden Vorgiinge einbegriffen 
werden, soweit es — wie im theoretischen Teil bereits besprochen wurde 
— fiir 6kologische Untersuchungen moglich und sinnvoll erscheint. 

Im weiteren sollen die Begriffe Baustoffwechsel (gemessen in Zellzahl und Zell- 
gr6Be) und Betriebsstoffwechsel (mit EinschluB des Erhaltungsstoffwechsels, ge- 
messen bei den hier behandelten aeroben Abbauvorgingen durch den O,-Verbrauch) 


verwendet werden, wenn sie in anderem Zusammenhang auch nicht so einfach 
definiert werden kénnen. 


EE 


1. Die Stoffwechselaktivitaét in Abhaingigkeit von geringen 
Nahrstoffkonzentrationen. 


Wie das Vorkommen der Bakterienfacies als Abbild des Nahrstoff-— 
anfalles und -abbaues im natiirlichen Substrat zeigt, stehen die Einzel-— 
organismen auch hédheren Konzentrationen gegeniiber, als die bilanz-— 
maBigen Analysen groBerer Substratmengen angeben. V or diesem regio- 
nal gesteigerten Abbau interessiert aber im Hinblick auf den plank-~ 
tischen Raum die Stoffwechselaktivitaét der frei verteilten Zellen, denen 
geléste Nahrstoffe in nur geringen Konzentrationen zur Verfiigung stehen. 

In der Literatur wird die Frage, ob eine Steigerung des Betriebsstoffwechsels 
durch die OberflaichenvergréBerung bei Vermehrung der Zellen ohne Veranderung 
der Menge der Zellsubstanz feststellbar ist, unbestimmt oder widersprechend be- 
antwortet. Es ist zu entnehmen, daf gleichzeitige andere Stoffwechselveranderungen 
tiberwiegen. Da in unserem Fall der geringen Konzentrationen die Fehlerméglich- 
keit besonders gro8 war, mufte auf die Klirung dieser im Zusammenhang wichtigen 
Frage verzichtet werden. 

Zunichst war die Intensitit des Sauerstoffverbrauches bei verschie- 
denen niederen Nahrstoffkonzentrationen wichtig. 
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Nach Raun (1932) hat eine Eiwei8-Konzentration unter 0,01% oder 
100 mg/l kaum noch einen Einflu& auf die Vermehrung heterotropher 
Bakterien. Andere Autoren bemerken, daB 10—100 mg/l die untere 
Grenze einer Wirksamkeit darstellen (BicGER, 1937), wobei immer von 
Kulturstémmen ausgegangen worden ist. Andererseits wurde in 6kolo- 
gischen Arbeiten festgestellt, daB eine Zellvermehrung im oligotrophen 
SiBwasser oder Seewasser bei weniger als 1,0 mg/l organischer Substanz 
noch moglich ist [Henricr (1939) und Benecks (1933)], abgesehen von 
den im Vorherigen behandelten vermehrungsférdernden Adsorptions- 
erscheinungen. ZOBELL u. GRANT 
(1943) berichten, daB sich Roh- 
kulturen mariner Bakterien in einer 
Minerall6sung vermehrten, die nur 
0,1 mg/l Pepton oder Glucose ent- 
hielt, wobei sie jedoch auch vermu- 
ten, da} die nahrstoffanreichernde 
Wirkung der ,,solid surface“ der Ge- 
faBwande dabei eine Rolle spielt. 

Uber eine quantitative Anderung 
des Verhaltnisses Zellzahl zu Sauer- 


stoffverbrauch liegen noch keine Er- PesPpest 
Bepnisse yor, wohl auch deshalb,weil 9 2 7° 2 4% «4 % ) #lage7 
es bisher noch nicht moglich war, der- Abb. 7. Der O.-Verbrauch von Bac. subtilis 

2 aii Z Il bei geringen Nahrstoffkonzentrationen mit 
mafen stark verdinnte Ze sSuspen- und ohne Zusatz von Adsorptionspartikeln. 
sionen von 1000—10000 Zellen je — — mit, ohne Chitinpartikel. 


Kubikzentimeter direkt auszuzahlen. 

Der Gehalt der Wasserproben an geléstem Sauerstoff nach verschiedenen Zeit- 
punkten wurde nach der urspriinglichen WinkKteER-Methode, verbessert nach OHLE 
(1953), in 500 cm®-Glasstépselflaschen gemessen. Die Flaschen wurden im diffusen 
Licht am Grunde eines Wasserbeckens aufbewahrt, dessen Temperatur maximal 
zwischen 16 und 18° C schwankte. Fiir jedes GefaB wurde eine Kontrollprobe mit 
unbeimpftem Quellwasser angesetzt. Die Peptonkonzentrationen betrugen wie- 
derum 0; 0,5; 1,0 und 5,0 mg/l. Die Filtration von einigen Kubikzentimetern der 
Probe zur direkten Zellzahlbestimmung erfolgte nach der Auflosung des Mangan- 
oxy-hydroxyds durch Schwefelsiure. Das Filter wurde vor der Farbung neutrali- 
siert und mit 10°%igem Formaldehyd nachfixiert. Die mikroskopische Auszaéhlung 
des Aufwuchses fand wiederum auf Deckglasteilchen statt, die, diesmal am Stopfen 
befestigt, in die Fliissigkeit tauchten. 

Die Ergebnisse der direkten Zaihlung auf Membranfiltern wichen im 
wesentlichen nicht von denen in den friiheren Ansatzen mit gleichen 
Peptonkonzentrationen ab, weshalb sie in die Abb. 7 nicht noch einmal 


aufgenommen worden sind. 

Die Zahlen des Sauerstoffverbrauches stimmen im allgemeinen mit 
denen ZoBEtts (1943) iiberein, der ihn bei 4hnlichen EiweéiBkonzentra- 
tionen mit Rohwasserproben, d.h. mit unsterilem Seewasser, gemessen hat. 

12* 
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Setzt man den Ausgangspeptongehalt der Proben in Beziehung zum 
Sauerstoffverbrauch, dann ergibt sich, dafs der Prozentsatz bei der ge- 
ringen Konzentration tiefer liegt als bei der héheren. Rechnet man zur 
Oxydation von 1 mg Pepton 1,43 mg Sauerstoff (Tamiya, 1932), dann 
entspricht der hier gemessene Sauerstoffverbrauch 

48%, des Peptons bei einer Konzentration von 0,5 mg/I 
59% 55 ” stnelss a sipels On ae 
68% , 33 ae? - seal DSU aud at 

Ein weiterer Ansatz mit 50 mg Pepton/l war nach 180 Std noch nicht 
vollstandig oxydiert. Hier fielen etwa 70% auf die Oxydation des Nahr- 
stoffes. 

Die restlichen Prozente kommen nach WAKSMAN u. CAREY (1935) sowie 
WakSMAN u. RENN (1936) auf die Bildung von Zellmaterial. Sie stellten 
fest, daB bei Konzentrationen bis zu 100 mg EiweiB/l 60%, zu Kohlen- 
dioxyd und Wasser oxydiert werden. Nach den Ergebnissen ZOBELLSs 
(1943) kénnen nach vollstindigem Verbrauch des Peptons 40% der 
Uberfithrung in Zellmaterial zugeschrieben werden, wie auch rechnerisch 
aus dem Gewicht der gebildeten Zellsubstanz geschlossen wird. 

Dieses Verhaltnis von 60% oxydierter und 40°% in Zellmaterial tiber- 
fiihrter Energiequelle trifft bei unseren Versuchen bei einer Peptonkon- 
zentration von 1 mg/l zu. Der Anteil der Oxydation ist bei niedrigeren 
Konzentrationen geringer und bei staérkeren Konzentrationen héher?. 
Das bedeutet, daB der Betriebsstoffwechsel im weniger konzentrierten 
Medium geringer ist, der Baustoffwechsel aber geférdert erscheint. 

Vernachlassigt ist dabei, wie bei WAKSMAN u. CAREY sowie bei ZOBELL 
ebenfalls, dag’ ein Teil des Sauerstoffschwundes auf die Bildung von 
Kohlenhydraten entfallen kann, deren respiratorischer Quotient geringer 
als der des EiweiBes ist. 

In der Literatur finden sich mehrere Angaben dariiber, da der 6kono- 
mische Quotient mit fallender Nahrstoffkonzentration steigt, u.a. bei 
KAUFMANN (1952). Ein entgegengesetztes Ergebnis von RUBNER (zitiert 
nach Pirrer, 1909) besagt, daB sich das Verhaltnis von Baustoff- zu 
Betriebsstoffwechsel nach der stationiren Phase hin in einer Rohkultur 
zugunsten des Betriebsstoffwechsels verlagert. Innerhalb einer Kultur 
oder auch Facies bedeutet das natiirlich ein prozentuales Zunehmen des 
Sauerstoffverbrauches bei abnehmender Nahrstoffkonzentration. Der 
Vergleich der Bilanzen von Kulturen mit verschiedenen Konzentrationen 
ergibt jedoch einen gesteigerten 6konomischen Quotienten. 

Kier u. STEINER (1929) und ebenso Barer (1936) kommen nach 
STUNDL (1939) zu dem Ergebnis, daf sich bei geringerer Bakteriendichte 
prozentual groBere physiologische Leistungen vollziehen, womit hier die 


‘ Der in Reinwasser gemessene Sauerstoffverbrauch liegt innerhalb der Fehler- 
grenzen. 
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Abbautatigkeit gemeint ist. Das widerspricht jedoch ebenfalls nicht den 
hier gemachten Beobachtungen, da es sich auf die Gesamtleistung einer 
Population bezieht unter Einschlu8 aller metabiotischen Vorgiinge, die 
bei einer Verdiinnung dadurch geférdert werden, daB der auf S. 150 er- 
wahnte Raumfaktor veriindert sowie die toxische Selbstvergiftung in 
ihrer Wirkung verringert wird. 


Es kann demnach nicht verallgemeinert werden, da8 ungiinstige 
Lebensbedingungen das Stoffwechselverhaltnis zugunsten des Betriebs- 
stoffwechsels verschieben. Die Richtung der Verschiebung scheint einmal 
von der Art und Weise der ungiinstigen Bedingungen, zum anderen von 
dem Zustand der Population und den Gegebenheiten der metabiotischen 
Verkniipfungen abzuhingen. 

Die Wirkung adsorbierender Partikel wurde nun noch einmal mit Hilfe 
der Bestimmung des Sauerstoffverbrauches untersucht. Dabei gingen 
die Ansatze wie im Vorherigen beschrieben, jedoch mit Zusatz von 
Chitinpartikeln vor sich. 


Die Ergebnisse zeigt ebenfalls Abb. 3 


Der Sauerstoffverbrauch wird durch die nahrstoffanreichernde Ad- 
sorption wesentlich geférdert, was sich besonders bei der geringen Kon- 
zentration auswirkt. Die Berechnung des prozentualen Anteils der oxy- 
dierten Energiequelle ergab fiir die drei Konzentrationen 62, 68 und 
71%. Somit sinkt die prozentuale Forderung des Energiestoffwechsels 
mit steigender Nahrstoffkonzentration ab. Sie betragt 

29% bei einer Peptonkonzentration von 0,5 mg/l 


13% 99 99 99 9 1,0 ”° 
4% 99 2? 29 29 5,0 99 


Auf der anderen Seite nimmt der dkonomische Quotient, d.h. hier 
der Anteil des Baustoffwechsels, ebenfalls prozentual ab, obwohl in der 
Gesamtheit eine Vermehrungsforderung durch Nahrstoffanreicherung 
vorliegt. 

Der fordernde Einflu8 der Adsorptionspartikel ist damit eindeutig in 
den Rahmen der Nahrstoffwirkung gestellt. 


2. Versuche tiber Anpassungserscheinungen. 


Ausgehend von der Beobachtung, da sich altere Sammlungsstamme 
physiologisch anders verhielten als frisch isolierte Stémme derselben 
Gruppe, wurden Untersuchungen zu dieser Anpassungserscheinung vor- 
genommen. Sie erscheint fiir biologische Fragen wichtig, zumal die Rein- 
ziichtung der Organismen tiber hochkonzentrierte Nahrbéden erfolgt, 
wobei oft die quantitativen Leistungen dieser Reinkulturen auf die Ver- 
haltnisse am natiirlichen Standort iibertragen werden. 
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WINOGRADSKY weist immer wieder darauf hin, da in Kulturmedien 
nicht nur die Morphologie der Bodenbakterien, sondern auch die physio- 
logischen Eigenschaften verandert werden konnen. Zum Unterschied von 
der im vorherigen Kapitel behandelten Veranderung der Stoffwechsel- 
aktivitat in direkter Abhingigkeit von der Nahrstoffkonzentration han- 
delt es sich hier um den Erwerb oder den Verlust von Eigenschaften, die 
ie sich auch in anderen Medien eine 


mehr oder weniger lange Zeit er- 
halten. 


DaB dabei qualitative Anderungen 
von Stoffwechseleigenschaften eine noch 
gréBere Rolle spielen kénnen, ist nach 
energetischen Uberlegungen durchaus 
méglich und im Bereich des von FosTER 
(1949) definierten UberschuBstoffwech- 


S0g/\ Pepton 
Peptid—Ammoniak \ 


= sels bei Pilzen genauer untersucht wor- 

den. Sie bleiben jedoch — sowie auch 

die Zeitdauer der Adaptation — im 

0 2 Y 6 & wtage Rahmen der vorliegenden Untersuchung 
unberiicksichtigt. 


Wieder diente Bac. subtilis als Test- 
organismus. Von einer frisch aus dem 
Quellwasser isolierten Kultur wurde 
eine Zellaufschwemmung (siehe 8. 159 f.) 
in sterilem Quellwasser bei px 6,8 
7 Monate bei 18°C im diffusen Licht 
aufbewahrt. Die Plattenzahl erwies sich 
nach dieser Zeit um 85% verringert, die 
Kultur noch vollstandig rein. Die Kolo- 
nien waren anfangs kleiner und flacher 
0 4 g we 6 20lage als die des Ausgangsstammes und zeigten 
Abb. 8. Die Abbauaktivitit zweier verschieden  ©1© Seringere Sporenbildung. Von den 
vorkultivierter Stiimme von Bac. subtilis bei Selben Ausgangsstamm wurde parallel 
unterschiedlicher EiweiSkonzentration. I. dazu eine zweite Kultur wochentlich in. 
1% iges Peptonquellwasser iiberimpft. 
Die Ansitze dieser beiden verschieden vorbehandelten Teilstimme A und B und 
die Art und Weise der Beimpfung verliefen wie auf 8S. 159 f. beschrieben, wobei 
nun aber beide Stimme jeweils einer hohen und einer dazu relativ geringen Nahr- 
stoffkonzentration ausgesetzt wurden. 

Zunachst wurden der Peptidammoniak und der freie Ammoniak nach KsEx- 
DAHL bestimmt. Um sichere Analysenwerte zu erhalten, muBte die geringe Kon- 
zentration immer noch verhaltnismaBig hoch gewahlt werden: 500 mg/l, wihrend 
die héhere Konzentration dazu im Verhiltnis 100:1 stand, also 50 g/l. Im ersten 
Fall muBten die Proben im Vakuum 1:10 eingeengt werden, so daB in 10 cm3 
anfangs mit 30 mg Ammoniak gerechnet werden konnte. 


Sd0mg/\ Penton -. 
Peatid Ammontak 


Stamm A 
aoe ier ES EN 


Das Ergebnis in Abb. 8, das sich aus drei parallelen Versuchsreihen 
zusammensetzt, ist nicht ganz eindeutig, aber es zeigt, da& der Stamm B 
in der héheren Konzentration friiher mit dem Abbau einsetzt und ihn 
wesentlich schneller durchfithrt als Stamm A. Dieser entwickelt sich 
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langsamer, auch die Ammoniakbildung bleibt zuriick. Es ist mit Ein- 
schlu8 einiger Fehler méglich, die Differenz zwischen dem Stickstoff- 
gehalt der urspriinglichen Peptonkonzentration und dem der Summe von 
Peptidammoniak und freiem Ammoniak gleichzusetzen mit gebildetem 
ZelleiweiB oder stickstoffhaltigen Zwischenprodukten. Nitrat konnte in 
keinem Fall nachgewiesen werden. 


wurde ein papierchromatographi- 
scher Nachweisangewandt, dessen 


Der parallele Ansatz mit 500mg Tae 
Pepton/l zeigt ein zugunsten des s e as errata 
Stammes A verandertes Bild. Der & SN rab 
Abbau kommt zwar ebenfalls  ¢ eae 
noch langsamer in Gang, erreicht S 
dann aber einen héheren Endwert © 4%} 
als der Stamm B. Dieser vor- S 
kultivierte Stamm baut die ge- & 2} 
botene Energiequelle nicht we- iS 
sentlich langsamer ab als bei der ca 
hdheren Konzentration, scheint 
aber dann bei einem Maximal- & J | Smg/ Pepton 
wert aufzuhéren, den Stamm A & minosauren &.hydrolysates 
— allerdings in sehr viel langerer 2 s}— | 
Zeit — noch zu tibersteigen ver- A | 
mag. Sials | 

Um mit noch geringeren Kon- S 
zentrationen arbeiten zu ko6nnen, 8 at i pal 

SN trele Aminosauren 
S 


ae 


2 . . J 0 a) 2 25 Mt 0 
quantitative Ausfiithrung aller- as 
dings mit Fehlern bis zu 50% Abb. 9. Die Abbauaktivitat zweier verschieden 

: vorkultivierter Stéamme von Bac. subtilis bei 
behaftet ist. Da etwa 200 iy des unterschiedlicher Eiwei8konzentration. IT. 


EiweiBhydrolysates zum Nach- 

weis der Gesamtheit der vorhandenen Aminosauren notwendig sind, 
enthielt bei diesem Experiment die geringe Konzentration 5 mg Pepton/I, 
die hohere 500 mg/l. 

Nach verschiedener Kulturdauer wurden je 0,05 und 0,1 cm® der Kulturfliissig- 
keit aufgetragen, berechnet auf 200 y des urspriinglichen Peptongehaltes und nach 
Abfiltrieren der Bakterien. Parallel dazu wurde die gleiche Menge nach 24stiindigem 
Hydrolysieren bei 100° C aufgetragen. Dabei war es notwendig, die hohe Konzen- 
tration 1:4, die geringere 1:500 bei 38° C im Vakuum einzuengen. Weiterhin wurde 
fiir jede Probe eine frisch zubereitete Losung von je 20 y der zu erwartenden 
Aminosauren aufgetragen und ihre Quantitat nach dem Verdiinnungsverfahren 
geschitzt. Die eindimensionalen Papierchromatogramme liefen mit Butanol-Essig- 
sdure und wurden mit Ninhydrin entwickelt. 


In Abb. 9 ist die Gesamtheit der Aminosiuren in GréBenordnungen 
angegeben (Sp. Spuren). Das Ergebnis ist insofern interessant, als hier 
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ein gewisser Umschlagspunkt in der Abbauaktivitaét beider Stamme er- 
faBt zu sein scheint. Die Konzentration von 500 mg Pepton/| wird von 


Stamm B wiederum energischer angegriffen, waihrend sich aber hier 


Stamm A in der geringeren Konzentration als aktiver erweist. Dagegen — 
war das Auftreten der freien Aminosduren in beiden Konzentrationen in — 


den Kulturen des Stammes B stiirker. Allerdings kann dieser papier- 
chromatographische Nachweis, der hier nur zur Erfassung kleimerer 
EiweiBmengen angewandt wurde, nichts iiber die Bildung und den Ver- 
brauch der Aminosdiuren oder auch deren qualitative Freisetzung aus 
dem Pepton aussagen. 

Die Ergebnisse dieser Versuche iiber die Anpassung eines zymogenen 
Stammes an verschiedene Nahrstoffkonzentrationen besagen also, dab 
in quantitativer Hinsicht die Abbauaktivitit veranderlich sein kann. 
Die Anpassung an die iiblicherweise verwendeten hohen Nahrstoffkon- 
zentrationen liBt einen Stamm in den Konzentrationen 6kologischer 
Bereiche weniger aktiv reagieren als einen frisch isolierten Stamm. 
Dieser jedoch zeigt einen zunachst langsameren Abbau in héheren Kon- 
zentrationen. Dies spricht dagegen, dai} es sich bei dieser Adaptation um 
eine einfache Verminderung der proteolytischen Fermente handelt. 

Es mu8 jedoch spiteren Untersuchungen tiberlassen bleiben, derartige 
dkologische Fragen mit Mitteln empfindlicher Stoffwechselnachweise zu 
bearbeiten. 

SchluBbetrachtung. 

Wie die vorhergehenden Untersuchungen bestitigen, stellt die Energie- 
quelle den Minimumfaktor dar, der unter natiirlichen Bedingungen die 
Stoffwechselaktivitat der zymogenen Bakterien bestimmt. Das Nahr- 
stoffangebot bewegt sich am natiirlichen Standort im allgemeinen in 
unteroptimalen Konzentrationen, in deren Bereich die Stoffwechsel- 
aktivitaét proportional von ihnen abhingig ist. 

Die StoffwechselauSerungen sind in erster Linie durch das morpho- 
logische Erscheinungsbild der Bakterien erfaBbar. Nahrstoffarme Stand- 
orte zeigen stark verkleinerte Zellen, die auf hochkonzentrierten Nihr- 
béden zu den bekannten Kulturformen heranwachsen. Parallel dazu 
zeigt der sehr viel schwerer, aber quantitativ erfaBbare Betriebsstoff- 
wechsel Adaptationserscheinungen, die in einem konzentrierteren Me- 
dium eine gewisse Empfindlichkeitsgrenze iibersteigen. 

Diese ,,Elastizitat‘* des Stoffwechsels der zymogenen Mikroorganismen 
in dkologischen Bereichen hat einen mannigfachen Ursprung. Es mu8 
dabei unterschieden werden zwischen der Anpassungsfihigkeit des Ein- 
zelorganismus und der einer Population. Der Einzelorganismus weicht, 
wie Foster auch fiir Pilze zeigt, von einem UberschuBstoffwechsel in 
Kulturmedien ab zugunsten einer 6konomischeren vollstindigen Oxy- 
dation der Energiequelle, die in natitirlicher Konzentration vorliegt 
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Rrprey-Batpes (1952) zeigt an energetischen Uberlegungen, wie die 
Wildformen der Milchséurebakterien 6konomischer als die Kulturformen 
arbeiten. 

Die Anpassung einer Population oder die Variabilitat einer Misch- 
kultur beruht dagegen auf mehreren voneinander unabhiangigen Erschei- 
nungen. Mit selektiver Anpassung kann die einseitige Férderung eines 
Stoffwechseltypes durch die Qualitit oder Quantitat einer Energiequelle 
bezeichnet werden, ein Fall der response variability‘ Fosters. Weiter- 
hin besteht die Bildung adaptativer Fermente und schlieBlich die primar 
ungerichtete Anpassung, die Bildung und Férderung von Mutanten, die 
,,latente, genetisch bedingte Variabilitaét’’. Die Gesamtheit dieser An- 
passungen bewirkt die d6kologische Valenz einer Bakterienpopulation 
ihren Umwelteinfliissen gegeniiber. 

Wenn die Analyse des morphologischen Erscheinungsbildes der Bak- 
terienflora einer Wasserprobe auch nicht dazu ausreicht, systematische 
Untersuchungen zu machen, so laBt sie doch Schliisse auf den Trophie- 
grad der Probe zu, allerdings in gewissen Grenzen, wie der Vergleich 
zwischen Quellwasser und oligotrophem Seewasser zeigte. 

Hierher gehért die Frage, was unter planktischen Bakterien zu ver- 
stehen ist. Zunachst ist es eine Sache der Definition, ob alles, was den 
pelagischen Raum eines Gewiissers besiedelt hat, als planktisch zu 
bezeichnen ist, oder nur frei schwimmende Organismen ohne jeden Kon- 
takt mit anderen festen organischen oder anorganischen Stoffen. Plank- 
tisch im engeren Sinne und besonders fiir Organismen von der Gréfe 
der Bakterien bezieht sich fraglos auf den letzteren Fall. Dann aber 
kann man bei den zymogenen Bakterien im Gegensatz zu den Photo- 
und Chemosynthetikern kaum von einer planktischen Lebensform 
sprechen. Die im freien Wasser schwimmenden Zellen werden, wie die 
vergleichenden Untersuchungen zeigten, bei der gew6dhnlich geringen 
Nahrstoffkonzentration ohne Kontakt mit adsorbierenden festen Stoffen 
zu Kiimmerformen umgestaltet, die wie die Sporen als Dauerformen an- 
zusehen sind. Die vegetative Phase der zymogenen Bakterien, die fiir 
den Stoffhaushalt der Gewadsser von Bedeutung ist, geht jedoch im kaum 
verunreinigten Wasser in der Aufwuchsform vor sich und ist damit, ob- 
wohl sie den planktischen Raum besiedelt, nicht eigentlich plank- 
tisch. In Angleichung an die Terminologie der héheren Organismen 
gehéren damit die zymogenen aquatischen Bakterien in das planktische 
Periphyton (Rox, 1939). 

Obwohl die benthische Zone eines Gewiassers den Hauptteil des all- 
gemeinen Stoffumsatzes beanspruchen kann, ist der Anteil der pelagi- 
schen Zone fiir einige Gewissertypen gerade charakteristisch. In Teichen 
und Seen kénnen sich durch thermische Einfliisse Schichtungen aus- 
bilden, die die Zone des freien Wassers von der steten Nahrstoffzufuhr 
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aus dem Bodenschlamm abschneiden. Hier wird die mineralisierende 
Tatigkeit der Bakterien des Pelagials insofern von Bedeutung, als sie 
den steten Stoffregen des Detritus aufzuhalten vermag und dem weiteren 
Umsatz durch das Plankton wieder zuginglich macht. HEnrict (1939) 
hebt in diesem Zusammenhang noch eine nachteilige Wirkung der ad- 
sorbierenden Partikel hervor, die die Sedimentation der Bakterien be- 
schleunigen und damit die Wirksamkeit ihrer Abbautatigkeit im freien 
Wasser herabsetzen. 


Zusammenfassung. 


1. Mit Hilfe einer neu ausgebauten direkten Methode wurde das mor- 
phologische Erscheinungsbild der Bakterienflora verschiedener Gewasser- 
typen und -zonen quantitativ und formenmafig erfaBt. Es lassen sich 
nicht nur aus der Zahl, sondern auch aus den vorhandenen Formen 
Beziehungen zum Trophiegrad der Proben ermitteln. Proben sehr ver- 
schiedener Gewissertypen, aber gleichen Nahrstoffgehaltes zeigen sehr 
aihnliche Bilder der Bakterienzusammensetzung, wenn die Situation der 
Besiedlung auch verschieden ist. 


2. Von dem Verteilungsbild ausgehend, wird zunichst die Erscheinung 
der Adsorption naher untersucht. Bei gleicher Zahl vorhandener Stoff- 
partikel zeigen nahrstoffarme Wasserproben (Quellwasser, oligotropher 
See, Hochsee) eine intensivere Adsorption der Bakterien und Aufwuchs- 
bildung als nahrstoffreiches Wasser. 


3. In synthetischen Ansitzen werden die Ergebnisse bestiatigt und in 
Anlehnung an andere Autoren mit der primaren Adsorption geléster 
organischer Stoffe erklart. Die Bakterienverteilung beruht somit im 
Wasser auf dem Kontrast der Niahrstoffverteilung an festen Partikeln 
und im freien Wasser. Sie ist desto homogener, je héher der Gehalt des 
Wassers an gelésten organischen Stoffen ist. 


4. In den Bereichen der 6kologisch vorkommenden Nahrstoffkonzen- 
trationen wurde die Bildung von Kiimmerformen festgestellt, die in 
einigen Fallen naiher beobachtet werden konnte; ihr Nachweis ist nur 
kulturell auf Membranfiltern méglich. Es handelt sich um eine verschie- 
denartige Bildung von unregelmaBigen, kokkenférmigen Zellen, die 
vermehrungsfahig sind und sich bei einem geniigenden Nahrstoffangebot 
wieder zu Normalformen entwickeln, wenn es sich nicht, wie in einigen 
Fallen festgestellt wurde, um Zerfallsprodukte oder Zellinhaltskérper 
(Volutin) handelt. Das Vorkommen der Kiimmerformen bedingt, da in 
solchen Fallen die direkte mikroskopische Zahlung geringere Werte er- 
gibt als das ttbliche Plattenverfahren. 


5. Der Baustoffwechsel nimmt in synthetischen Ansiaitzen mit dem 
Absinken des Nahrstoffgehaltes zu. Adsorptionspartikel wirken wie eine 
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Erhohung der Nihrstoffkonzentration, d.h. der Betriebsstoffwechsel 
(Sauerstoffverbrauch) steigt prozentual. 


6. Uber langere Zeit verschieden vorbehandelte Kulturen desselben 
Ausgangsstammes zeigen eine verschiedene Abbauaktivitiit gegentiber 
hohen und niedrigen Nahrstoffkonzentrationen. 


Herrn Prof. Dr. A. Rreprt-BALpzs bin ich fiir sein stetes Interesse, das er 
dem Fortgang meiner Arbeit entzegenbrachte, zu groBem Dank verpflichtet. — 
Durchgefiihrt mit Unterstiitzung durch die Deutsche Forschungsgemeinschaft. 
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(Aus dem Pflanzenphysiologischen Institut der Universitat Gottingen.) 
Kleine Mitteilungen iiber Fiagellaten und Algen. 


Uber Ochromonas danieca n. sp. 
und andere Arten der Gattung*. 


Von 
E. G. PRINGSHEIM. 


Mit 2 Textabbildungen. 


(Hingegangen am 5. Juli 1955.) 


In einer fritheren Arbeit (PRINGSHEIM 1952) wurde tiber die Eigen- 
schaften einiger Ochromonas-Stiémme, insbesondere die Ernahrung von 
O. malhamensis mihi und dreier ihr sehr ahnlicher Staémme berichtet. 
Diese Chrysomonaden haben mittlerweile aus verschiedenen Griinden 
viel Beachtung gefunden: Sie vermehren sich in Nahrlésungen mit 
Zucker sehr reichlich, auch im Dunklen. Sie verfiigen tiber Enzyme zur 
Verarbeitung von Di- und Polysacchariden, Proteinen und Fetten. Sie 
sind phagotroph. Ihre Photosynthese reicht fiir die Ernéhrung nicht aus. 
Sie haben einen Bedarf an Vitamin B,,; dies wurde zwar in der ersten 
Arbeit (S. 75) nur vermutet, ist aber mehrfach bestitigt worden, und es 
hat sich herausgestellt, da dieser B,.-Bedarf spezifischer ist als der 
anderer fiir den Nachweis des Vitamins verwendeter Mikroorganismen 
und mit dem des Menschen und der Wirbeltiere weitgehend tberein- 
stimmt (HUTNER et al. 1953; BARBER et al. 1953). 

Diese Ubereinstimmung, zusammen mit dem Verdauungsvermégen, 
durch das auch gebundenes Vitamin B,, erfa8t werden kann, sowie die 
gute Vermehrungsgeschwindigkeit, berechtigten in bezug auf die An- 
wendung dieser Ochromonaden fiir klinische und anders gerichtete Be- 
stimmungen des Vitamins zu groBen Hoffnungen. Das Verfahren ist 
jedoch vorlaiufig umstindlich, weil die Ernihrungsbediirfnisse der 
Stimme sehr zusammengesetzte Nahrlésungen notig machen. Auch 
machte das allgemeine Interesse an Organismen mit einem so ver- 
wickelten Ernahrungssystem, gemischt aus Photo-, Sapro- und Phago- 
trophie, dieses Arbeitsgebiet verlockend. Der Vergleich von verwandt- 
schaftlich einander nahestehenden Organismen mit Verschiedenheiten 
im Stoffwechsel, der sich mehr und mehr als aufschluBreich erweist, 
kénnte unter den geschilderten Umstiinden bei Ochromonas besonders 


lohnend werden. 


* Mit Unterstiitzung durch die Deutsche Forschungsgemeinschaft. 
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Morphologie. 


Die Gattung Ochromonas steht Chromulina sehr nahe, wie auch 
Fritscu (1935, 8. 538, 1951, S. 90) bemerkt. Der einzige Unterschied ist 
die KurzgeiBel bei Ochromonas, die Chromulina fehlt, falls sie nicht 
vielleicht so kurz ist, daB sie zuweilen tibersehen wurde. Das gleiche mag 
fiir die apoplastiden Parallelformen Monas und Oikomonas gelten 
(PRINGSHEMM 1952, S. 87). 


Eine Unsicherheit in den Beschreibungen herrscht auch beziiglich der 
Chromatophoren. Bei beiden gefiirbten Gattungen soll es Arten mit 
einem und solche mit zwei Chromatophoren geben. Wenn man die in der 
Literatur zu findenden Abbildungen, z. B. die, welche bei HUBER- 
PrstTauozzi (1941; Chromulina, S. 22ff.; Ochromonas, 8. 157ff.) zu- 
sammengestellt sind, etwas naher ansieht, so hat man den Eindruck, daf 
das Vorhandensein zweier getrennter Chromatophoren nicht wirklich 
sichergestellt ist. Wie ich aus vielfacher Erfahrung weiB, ist der Inhalt 
der meisten Zellen durch Nahrungsvacuolen, Chrysosetropfen (PRINGS- 
HEIM 1952, 8. 81, friiher Leukosin) und metabolische Bewegungen ver- 
zerrt. Nur wenige Individuen geben ein klares Bild, und die Chromato- 
phoren sind auch in diesen nicht immer deutlich. Leicht kann die in der 
Flache gesehene, die beiden Teile verbindende Briicke iibersehen werden, 
wihrend die umgeschlagenen Rander deutlich gefiirbt erscheinen, weil 
das Licht eine dickere pigmentierte Schicht durchsetzen mu. Alle 
Ochromatien und Chromulinen, die ich gesehen habe, allerdings nur ein 
kleiner Teil aller vorhandenen Arten, hatten nur ein Chromatophor, 
ebenso die 3 Arten von Chromulina, die Lunp (1942) beschreibt, und in 
allen Abbildungen liegen die angeblichen 2 Chromatophoren so wie die 
2 Teile des einen Chromatophoren, wie ich ihn sehe, namlich eines ein 
wenig mehr nach vorn, das andere mehr nach hinten, so daB sie, falls sie 
verbunden wiiren, ein etwas schraubiges Ganzes ergeben wiirden. Ohne 
Immersion und gute Beleuchtung liBt sich zudem die diinne Briicke nicht 
erkennen. Nur bei der groBen O. dystrophila Skusa (1948, S. 261) schei- 
nen 2 Chromatophoren sichergestellt zu sein. . 


Die Unterscheidung zwischen Ochromonas und Chlorochromonas beruht 
nur auf der Farbe der Chromatophoren, einem Merkmal, das zur Unter- 
scheidung von Gattungen nicht ausreicht (PRINGsHEMM 1944 fiir Crypto- 
monadaceae). HUBER-PEsTALozzi (1941, 8. 176) gibt fiir Chlorochromonas 
gar keine Differentialdiagnose gegeniiber Ochromonas, und ich konnte 
auch sonst keine finden. Die Abbildungen fiir den Typus der Gattung 
Chlorochromonas, C. minuta (Luwts 1913), machen es wahrscheinlich, daB 
die beiden Chromatophoren auch hier durch eine Briicke verbunden 
waren. Ginge es nach der Farbe, so wiirde die hier zu beschreibende 
Ochromonas danica zu Chlorochromonas gehoren. 
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Die Ubereinstimmung der friiher (PRINGSHEIM 1952) untersuchten 
4 Stamme und eines aus Material von Tiibingen neu isolierten, ist sowohl 
in morphologischer wie in physiologischer Hinsicht groB, obwohl kleine 
Unterschiede in der Vermehrungsgeschwindigkeit und wahrscheinlich 
auch im Minimalnahrstoffbedarf zu bestehen scheinen. Sie haben alle, 
wie O. malhamensis, gewohnlich ein abgerundetes Hinterende, neigen 
dazu, die GeiBelbeweglichkeit aufzugeben, besitzen ein kleines, hell 


Abb. 1. Ochromonas sociabilis. Die Art weicht <urch mehr lingliche Zellen von O. malhamensis ab. 
Thre Neigung zur Gruppenbildung ist aus den Abbildungen nicht zu ersehen. Nr. 1—3 normale Zellen. 
Nr. 4—7 Frefzellen mit kleinen Chromatophoren und Nahrungsvacuolen mit Resten verdauter 
Nahrungsteilchen. Nr. 8—9 Chromatophor nicht zu sehen. GroBe Chrysosetropfen. Nahrungsvacuolen. 
Nr. 10. Eben ist ein Bacterium gefangen worden. Dazu ist nicht nur die Vorderpartie, die zuweilen 
,.Pseudopodien* bildet, imstande, sondern auch weiter zuriickliegende Teile der Oberflache. Nr. 11. 
Zwergzelle. Solche kommen ebenso haufig vor wie Riesenzellen. Uberhaupt schwanken die Dimen- 
sionen bei Ochromonas wegen ungleicher Teilung, sehr. VergroBerung 110 x. 


ockerfarbiges Chromatophor ohne Augenfleck, vermehren sich in der 
auch fir Hellkultur notigen Mischnahrlésung im Dunkeln anfangs so gut 
wie am Licht, wobei das Chromatophor fast unsichtbar und die Zellmasse 
weif wird, und sie lassen zuweilen, nach Behandlung mit wasserentziehen- 
den Mitteln, besonders Diacetol, die Ausscheidung eines sehr zarten 
Bechers um das Hinterende, also die Bildung einer Poteriochromonas- 
Form erkennen. 

Ochromonas sociabilis n. sp. (Abb. 1) ist recht ahnlich, zeigt aber doch 
gewisse Abweichurgen. Dieser Stamm wurde aus einem ockerfarbenen, 
stark eisenhaltigen schaumigen Auftrieb isoliert, der aus dem Teich von 
Bad Driburg, einem wegen seiner , Stahlwasser“ aufgesuchten Heilbad 
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in Westfalen, stammt. Der Organismus fiel von vornherein dadurch auf, 
dafB die Zellen mit dem Hinterende zu lockeren kleinen Fléckchen ver- 
einigt waren, was bei den anderen Stiimmen nur selten vorkommt. Etwas 
ahnliches hatte ich schon einmal bei einem Monas-Stamm gesehen. Die 
Zellen dieser Art sind etwas kleiner als die der frither (PRINGSHEIM 1952) 
beschriebenen Arten, niimlich 7—10 « 4—5 w, oft sogar nur 5—6 x 4. 
Sie haben aber die gleichen blaB-braunlichgelben Chromatophoren ohne 
Augenfleck, die ungefaihr einen etwas schiefen halben Hohlzylinder mit 
einer engeren mittleren Partie darstellen, wahrend die Endteile in die 
Liinge gezogen sind (Abb. 1, Nr. 1). 

Verschieden ist O. sociabilis von den Vertretern der Malhamensis- 
Gruppe durch die gewohnlich kurz keulenformige, nicht kugelige Gestalt, 
die gréBere Neigung zum Schwimmen und die Zusammenrottung in 
Gruppen, die schon mit der Lupe festgestellt werden kann. Die lingere 
GeiBel ist 2—3mal so lang als der Korper, der Regel folgend, daB die 
kleinsten unter nahe verwandten Flagellaten oder Zustianden derselben 
Art die lingsten GeiBeln haben, eine Regel, die auch fiir Volvocalen und 
Eugleninen zutrifft. Unter Bedingungen, wo Phagotrophie vorkommt, 
finden sich Riesenzellen mit Nahrungsvacuolen, die gréBer sein kénnen 
als der Rest der Zelle, und bei guter Zuckerernéhrung wird reichlich 
Chrysose abgelagert, ebenso wie bei den anderen Arten. Es ist noch nicht 
klar, inwiefern diese Art physiologisch von den anderen blassen Ochro- 
monas-Arten verschieden ist. 


Viel mehr weicht Ochromonas danica n. sp. von O. malhamensis ab. 


Der Stamm wurde aus einem Mischmaterial herausgeziichtet, das ich der Freund- 
lichkeit des Herrn Ty@k CHRISTENSEN vom Botanischen Institut der Universitat 
Kopenhagen verdanke. Die Probe war im Mai 1954 von einem sauren Moor N. W. 
Everdrup (TBU-Distrikt 39a) in Dinemark entnommen worden. Auf weggeworfe- 
nen faulenden Kohlrabi war neben Phycomyceten eine griine Decke zu sehen gewesen, 
und der Finder meinte, das lieBe vielleicht etwas Interessantes erwarten. Die Probe 
enthielt neben Huglena gracilis und einem Chlorogonium viele kleine, hinten aus- 
gezogene Flagellaten mit griinlichen Chromatophoren. Die Isolierung gelang auf die 
bei O. malhamensis erprobte Weise durch Waschen mit Hilfe der Capillarpipette und 
Ubertragung einzelner Zellen in eine Lésung, die 0,2% Glucose, 0,1% Difco Tryp- 
tone und 0,1% Leberextrakt enthielt. Sie war schwach sauer und erlaubte rasche 
und reichliche Vermehrung unter Bildung einer gelbgriinen Triibung. 


Ochromonas danica (Abb. 2) ist von O. malhamensis und den ver- 
wandten Stiémmen morphologisch durch die folgenden Merkmale ver- 
schieden: Die GréBe der eigentlichen Zellen betrigt 16—18 x 8—9 Lt, 
gegenttber 10—12 x 4—5w bei den anderen. Mit der ausgezogenen 
Schwanzspitze ist die Liinge sogar 22—26 1 und mehr. Fast alle Zellen 
pflegen hinten lang zugespitzt zu sein, was bei O. malhamensis nur selten 
der Fall ist ; auch ist die Neigung zur Gei®elbeweglichkeit viel stiirker. Das 
Chromatophor hat auch hier 2 umgelegte und verlingerte Enden, ist aber 
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ausgesprochen griinlich und viel gréBer. Auch tragt es am Vorderende 
einen, bei den anderen Stémmen fehlenden Augenfleck, der von der 
Flache gesehen schwer erkennbar ist, von der Seite aber rubinrot er- 
scheint. Chrysose wird auch hier in einem Tropfen in jeder Zelle abge- 
lagert. Daneben gibt es Fetttrépfchen und unter Umstiinden zahlreiche 
glanzende Kérnchen unbekannter Natur. Solche sind nicht fiir bestimmte 
Arten charakteristisch, sondern kommen bei vielen vor und hingen vom 
Ernahrungszustand ab. Vorn liegt eine, nicht immer nachweisbare 
pulsierende Vacuole. Der Zellkern ist klein und im Leben nicht zu er- 
kennen. Die Verzerrung der Zellen kann bei reichlicher Phagotrophie, die 
auch in Reinkulturen immer zu beobachten ist, so gro8 sein, daB es kaum 
moglich ist, die Zellen nach dem Leben zu zeichnen, weil sich die Kon- 
turen der Inhaltsbestandteile tiberschneiden. Das Chromatophor kann 
dann fast becherformig und stark gelappt sein. Riesenzellen mit groBen 
Nahrurgsvacuolen kommen vor. 

Die Schwimmgeifel ist fast doppelt korperlang und bei der Ortsbewe- 
gung nach vorn gerichtet. Der Flagellat ist phototaktisch. Amdboide 
Zellen wurden nicht gesehen. Dieser Ochromonas kann sich ohne Zucker- 
ernahrung stark vermehren, wie noch naher berichtet werden wird, und 
hat dann ein Chromatophor, das fast die ganze Zelle griin farbt. Im 
Dunkeln ist es kleiner und zart gelb, aber gut sichtbar (Abb. 2, Nr. 7 bis 
9), im Gegensatz zu O. malhamensis. Auch ist der Augenfleck genau so 
groB und rot gefarbt wie im Hellen, deshalb in der inhaltsarmen Zelle 
besonders gut sichtbar. Der sich in Dunkelkulturen ablagernde Satz aus 
unbeweglichen Zellen sieht gelblich, nicht wei8 aus wie bei O. mal- 
hamensis. 

Bringt man ein Trépfchen aus einer guten Dunkelkultur unter das Mikro- 
skop, so findet man, auch in einem Hangetropfen, wo die mechanische 
Hemmung gering ist, die Zellen siimtlich rundoval. Nach einigen Minuten 
beginnen sie sich zu strecken, werden lang spindelf6rmig und hinten 
lang und fein zugespitzt. Ob die Streckung auf die Belichtung zurick- 
zufiihren ist, oder ob die Abrundung durch mechanischen oder plotz- 
lichen Lichtreiz zustande kommt, wurde nicht festgestellt. 

Die Chromatophoren in Dunkelzellen von 0. danica sind kleiner als die 
von 0. malhamensis am Licht; aber der Unterschied zwischen Dunkel und 
Hell ist bei der ersteren viel groBer. CHaDEFAUD (1932) beschreibt einen 
Monas mit kleinem Leukoplast und angelagertem Augenfleck. Es handelt 
sich aber nicht um wahre Leukoplasten, da der Organismus als hellgriin 
bezeichnet wird. Er hatte deshalb als Ochromonas beschrieben werden 
sollen, und der Fall ist kein Beleg fiir das Vorkommen von Leukoplasten 
bei farblosen Flagellaten. Frirscu (1935, S. 538) betrachtet kleine, blasse 
Chromatophoren bei Chrysomonaden als zuriickgebildet (reduced); es ist 
aber nicht zu sagen, ob sie nicht vielleicht primitiv sind. Hier begegnet 
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man, wie so oft bei der Unterscheidung zwischen unausgebildet und riick 
gebildet, groBen Schwierigkeiten. Reduktion liBt sich oft wahrscheinlic 


ws 


Abb. 2. Ochromas danica. Nr. 1—4, Bewegliche Individuen mit miBiger Menge von Chrysose und gut 
ausgebildetem Chromatophor. In Nr.1 und 2 vorne die pulsierende Vacuole, hinter dem Chromatophor 
der kugelige Chrysosetropfen. Bei Nr. 3 ist dieser durch zwei Fetttropfen aus der Form gebracht. An 
derjenigen Stelle des Chromatophors, die dem Geifelansatz am niichsten liegt, das Stigma. Bei Nr. 4 
eine abgerundete Zelle. Nr. 5 und 6, Zellen mit grofBen Nahrungsvacuolen. Bei Nr. 5 Chromatophor 
noch deutlich, bei Nr. 6 ein kleines rundliches Gebilde, nur an der Farbe als Chromatophor erkenn- 
bar. Der grofe Klumpen ist die Chrysosemasse. Nr. 7—9. Zellen aus Dunkelkultur mit kleinen, rund- 
lichen, gelblichen Chromatophoren und daran sitzendem Augenfleck. Bei Nr. 9 eine abgerundete 
Zelle mit groBer Nahrungsvacuole. In allen dreien die sonst nur schwach ausgebildete Falte viel deut- 
licher, als ob die Zellen geschrumpft und die AuSenmembranen nun zu klein wiiren. Nr. 10 und 11. 
Individuen, die Zellen von Chlorella pyrenoidosa aufgenommen haben. Bei Nr. 10 eine seitliche Spitze, 
wie sie bei FreBzellen oft gesehen, deren Entstehung aber nicht verfolgt wurde. VergréBerung 110 x. 


mars 
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machen, Primitivitat schwerlich je. Bei Ochromonas ist die Entscheidung 
vorlaufig unméglich. Man méchte so gern einmal einem primitiven 
Organismus begegnen (PRINGSHEIM 1952, S. 93). 

Die Vorgange bei der Zellteilung spielen sich bei den von mir unter- 
suchten Ochromonas-Stiimmen ebenso ab, wie sie Lewis (1913, S. 250) 
beschrieben hat (Abb. 12). Bemerkenswert ist die Durchschniirung des 
Chrysosetropfens, der bei Chrysophyceen fast immer in der Einzahl 
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Abb. 2. Ochromonas danica. Nr. 12a—f. Vorgang der Trennung bei einer sich teilenden Zelle mit 

kleinem Chromatophor und grofem Chrysose-Tropfen, welcher dabei durchgeschniirt wird. Schnell- 

skizzen, in denen der Inhalt nicht tiberall angedeutet ist. Nr. 13. Verzerrte Zelle aus der gleichen 

Kultur, um zu zeigen, daf der Chrysose-Tropfen auch ohne Teilung gedehnt wird, wenn der Protoplast 
sich in die Linge streckt. VergréBerung 110 x. 


vorkommt. Dies spricht fiir die Annahme eines besonderen Zellorgans 
fiir die Ablagerung der sirupartigen Lésung des Polysaccharides. 

Lewis hat auch schon gesehen, da8 die Tochterzellen sich vor ihrer 
Trennung so anordnen, da ihre Achsen anstatt nahezu parallel in einer 
Geraden angeordnet sind. Der Abschlu8 der Trennung gleicht der bei 
Amében, indem die Verbindungsstelle immer dinner wird, bis sie durch- 
rei®t. In welchem Stadium die pulsierenden Vacuolen der Tochterzellen 
auftreten, konnte ich wegen der Kleinheit und Beweglichkeit der Zellen 
nicht feststellen. 

Auch die Nahrungsaufnahme hat schon Lewis (1913, S. 250) fiir sein 
Chlorochromonas treffend beschrieben. Sie wird bei statior aren Individuen 
haufiger beobachtet als bei beweglichen. Die sonst der Ortsbewegung 
dienende lange Geifel treibt einen Strom von Wasser und anderen Teil- 


chen gegen das Vorderende. Meist prallen sie ab; aber gelegentlich bleibt 
13* 
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ein Teilchen einen Augenblick hangen, worauf ein Plasmablaschen 
hervorbricht, in dem sich gleich danach das Nahrungsteilchen befindet. 
und ins Innere einsinkt. 

Zur Verfolgung dieses Vorgangs eignen sich als Nahrungsteilchen 
Zellen von Saccharomyces exiguus besonders gut. Sie sind kleiner als die 
von Chlorella pyrenoidosa und werden deshalb leichter einverleibt. Sie 
sind groBer als Bakterien und deshalb besser sichtbar. Wahrend die 
Nahrungsvacuole im Innern des Ochromonas vom Vorderende fort- 
wandert, wird der Inhalt der Hefezelle aufgelést. Ob auch die Membran 
verdaut oder ob sie ausgestofen wird, konnte nicht festgestellt werden. 
In alteren Nahrungsvacuolen finden sich nur noch undurchsichtige kleine 
Ballen in der Mitte der riesig anschwellenden Vacuole. Da aber auch 
Zellen der eigenen Art gefressen werden, so laBt sich nicht feststellen, ob 
diese Reste von Hefen stammen. Wenn diese durch Erwarmen mit 
Kongorot gefarbt werden, sind sie besonders gut sichtbar. Sie werden aber 
nicht blau, wie es bei Paramaecium geschieht (PRINGSHEIM, 1928, 8. 354). 
Eine starke Saéuerung findet demnach nicht statt. Dagegen spricht auch, 
da Ultramarinteilchen, die durch Saéure unter H,S8-Bildung gelést 
werden, sich in den Nahrungsvacuolen nicht veraindern. Versuche, das 
pu der Vacuolen mit Indicatoren festzustellen, fihrten nicht zum Ziel. 
Die so auffallenden ,,Riesenzellen‘ mit groBen Nahrungsvacuolen hat 
auch Lunp (1942, S. 287) beschrieben. 


Physiologie. 

Bei der Untersuchung der Ernahrungsphysiologie von O. danica wurde 
immer ein Vergleich mit den anderen Stiimmen, also denen, die in der 
friiheren Arbeit verwendet worden waren, sowie den Staémmen von 
Tibirgen und Bad Driburg vorgenommen, wobei auch neue Nihrstoffe, 
insbesondere Kohlenhydrate, gepriift wurden. 

Ochromonas danica fiel von Anfang an, gegeniiber den anderen, blasse- 
ren Stammen, die mit Lupe und Mikroskop kaum voneinander zu unter- 
scheiden sind, durch noch rascheres Wachstum in Nahrlosungen mit 
Zucker, Pepton und Leberextrakt auf. Es entsteht eine viel linger 
anhaltende gelblich-griine Triibung durch schwiirmende Zellen, wahrend 
sich bei den iibrigen Stémmen schon nach etwa 1 Woche eine dicke, 
schleimige, ocker- bis braunoliv gefirbte Zellmasse absetzt. 

Im Dunkeln wachst O. danica weniger gut als die anderen Stimme; 
dafiir zeigt sie auch ohne Zucker am Licht bei erhéhter Kohlensaure- 
zufuhr etwas Vermehrung, die bei O. malhamensis und den anderen aus- 
bleibt. Auch kann die neue Art sich in EiweiBabbaugemischen, wie sie 
durch Autolyse oder durch Digerieren von Biickerhefe bei erhéhter Tem- 
peratur entstehen (PRINGSHEIM 1955a), gut vermehren, wihrend die 
anderen Stémme darin nur spirlich und langsam wachsen. Alles das 
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deutet darauf hin, daB die Photosynthese bei O. danica eine gréBere Rolle 
spielt als bei den anderen Arten, daB also das Chromatophor nicht nur 
groBer und griiner, sondern auch funktionstiichtiger ist. In der Fahigkeit, 
Starke. Casein, Gelatine und Fett zu losen, kommt O. danica der O. mal- 
hamensis gleich, in der Verwertung verschiedener Kohlenstoffquellen 
gibt es kleinere Unterschiede, wie Tab. 1 zeigt; im ganzen aber ist die 
Ubereinstimmung tiberraschend groB, wenn man bedenkt, da die 
Stamme 7 und 9 deutlich unterscheidbare Arten darstellen. Andere 
Arten mogen sich anders verhalten. 


Tabelle 1. Die Verwertung verschiedener organischer Verbindungen durch die Stémme 
von Ochromonas. 
(Zeichenerklarung im Text.) 


Stamme 1 5 6 7 8 9 
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+ 


Wie im Eingang bemerkt, gedeihen Ochromonas malhamensis und 
ahnliche Stamme am besten in Gegenwart von Zucker. In der friiheren 
Arbeit (1952, S. 76) wurde erwihnt, da Glucose durch Fructose und. 
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Galaktose ersetzt werden kann, und da Saccharose und Starke sich 
gleichfalls eignen, wobei die letzteren zuerst in reduzierende Zucker ge- 
spalten werden. Von Alkoholen wurden Glycerin, Mannit und Athanol 
brauchbar gefunden, von organischen Saéuren nur Essigsiure einiger- 
mafen, nicht aber Milchsdure, Weinsiure, Apfelsiiure und Citronensaure. 
Es schien angebracht, weitere Kohlenhydrate und andere Verbindungen 
zu priifen, nicht nur, um die biochemischen Fahigkeiten der fiir physio- 
logische Versuche so geeigneten Ochromonas-Arten besser kennenzu- 
lernen, sondern auch, um zu sehen, ob sich Unterschiede zwischen den 
Arten zeigen wiirden. Die Ergebnisse sind aus der Tabelle zu ersehen. 

Die Grundnahrlésung enthielt 0,2% Difco-Tryptone, 0,1% Difco-Hefeextrakt 
und 0,1% Oxoid-Leberextrakt und erlaubte an sich eine schwache Vermehrung, 
wahrscheinlich auf Grund eines Kohlenhydratgehaltes des Leberextraktes. Die 
Zeichen bedeuten: 0 nicht besser als die Kontrolle in der Grundlésung; +- deutliche 
Vertnehrung; + gute Vermehrung; +-+ starke Vermehrung und schlieBlich dicker 
Satz von unbeweglichen Zellen. Da, wo 2 Zeichen untereinander stehen, entspricht 
das obere der Ablesung nach 5 Tagen, das untere der nach 14 Tagen. Von Starke 
wurden 4 Proben gepriift, die in der Nahrlésung anfangs einen kleisterigen Satz 
bildeten, der sich spiter aufléste. Amylum orycae, Amylum solani tuberosi und 
2 Sorten von Amylum marantae verhielten sich ganz gleich. Die Brenztraubensaure 
war neutralisiert worden. Der Hefesaft wurde bereitet, indem Backerhefe mit dem 
10fachen Gewicht an Wasser 6 Std bei 50° C digeriert und die Flissigkeit durch 
Zentrifugieren geklart wurde. Alle Kohlenstoffquellen wurden getrennt im Autoklay 
sterilisiert und gaben keine Reaktion nach Fraxine. Die fertigen Nahrlésungen ent- 
hielten 0,2% davon. Verwendet wurden je 10ml in Reagensglischen aus Jenaer Glas. 


Man sieht, da 5 Ochromonas-Stiimme sich in der Hauptsache gleich 
verhalten. Nur Stamm 7, O. danica, weicht etwas ab, derselbe, der auch 
durch die groBen, griinen Chromatophoren und den Augenfleck am 
meisten von den tibrigen verschieden ist. Er wachst meist deutlich 
iippiger und kann, im Gegensatz zu den iibrigen Stimmen, auch mit 
Brenztraubensiure und sogar in Hefesaft ohne Kohlenhydratzusatz 
gedeihen (vgl. 8.191). Dagegen kann er, wie 2 weitere Stamme, Raffinose 
nicht spalten und, wie Stamm 6, mit Glycerin nichts anfangen. 

Im tibrigen sind die gepriiften Hexosen alle fiir simtliche Stamme gute 
Kohlenstoffquellen, ebenso Saccharose und Maltose, dagegen Lactose 
und Cellobiose nicht, wahrscheinlich weil die entsprechenden hydro- 
lytischen Enzyme fehlen. Dasselbe ist fiir Inulin anzunehmen. Ob 
adaptive Fermentbildung méglich ist, wurde nicht untersucht. Bei den 
beiden Disacchariden, sowie bei Raffinose und Starke, verzégerte sich die 
Vermehrung gegeniiber der durch Hexosen; offenbar brauchte ihre 
Hydrolyse Zeit. Die beiden Triosen waren, mit Ausnahme von Brenz- 
traubensiure bei O. danica, unbrauchbar. Unter den 3 Pentosen besaB 
nur Ribose einen gewissen Nahrwert. 

Im Aussehen, z. B. in der Farbe der nach dem Augenschein gleich 
stark entwickelten Kulturen, waren keine deutlichen Unterschiede zu 
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bemerken, wie sie etwa bei Verwendung verschiedener Grundnihr- 
lésungen, z.B. Leberextrakt, Hefeextrakt usw. erkennbar werden 
(PRINGSHEIM 1952, 8.75). Nur O. danica (Stamm 7) war immer durch 
ihre griine Farbe erkennbar. Ihre Fahigkeit, am Licht in einem durch 
Digerieren von Backerhefe hergestellten EiweiBabbaugemisch lebhafte 
Vermehrung zu zeigen, verdankt sie offenbar ihrer photosynthetischen 
Uberlegenheit gegeniiber den anderen Stimmen und nicht einem Zucker- 
gehalt des Hefesaftes, denn sonst mtiBten alle Staémme darin gedeihen. 
O. danica bildet dabei genau so gut ihr Reservepolysaccharid Chrysose 
wie in Gegenwart von Zucker, was iibrigens, trotz geringer Vermehrung, 
auch fiir die anderen gilt. 

Die Beziehungen zwischen der Ablagerung dieses Polysaccharids und 
der Darbietung geeigneter Kohlenhydrate als Nahrung sind also ver- 
wickelter als man zunachst annehmen mdéchte. Bei Ochromonas, wie bei 
Organismen, die Starke, Paramylon oder Fett speichern, ist das Vor- 
handensein groBer Mengen von Reservestoffen kein Anzeichen guter 
Ernahrung, sondern eines MiBverhaltnisses zwischen dem vorhandenen 
Energiematerial und der Méglichkeit zur Vermehrung, die den Aufbau 
neuer Pilasmamengen und Zellkerne zur Vorausetzung hat. Bei ge- 
hemmter Zellvermehrung und fortdauernder Zufuhr von Kohlenstoff- 
verbindungen durch Photosynthese oder osmotische Aufnahme werden 
diese in Reservestoffen verschiedener chemischer Natur, je nach den 
Organismen, um die es sich handelt, niedergelegt. 

Zu diesen Speicherstoffen gehoren unter Umstiinden auch Carotinoide 
(Haematococcus pluvialis [Droop 1954], Dunaliella salina, Euglena san- 
guinea u.a.). Wodurch die Hemmung der Vermehrung bedingt ist, 
scheint dabei gleich zu sein. Es kann der Mangel eines lebenswichtigen 
chemischen Elementes, z. B. Stickstoff, Phosphor, Spurenelemente sein, 
aber auch tiefe Temperatur, ein ungeeignetes py oder das Fehlen eines 
Vitamins. In unserem Fall wird durch noch unbekannte Stoffe in dem 
Hefesaft die Vermehrung begiinstigt; sie ist aber durch irgendeinen 
Mangel beschrankt. Wahrscheinlich handelt es sich um ein nicht opti- 
males, unausgeglichenes Verhiltnis der Nahrstoffe. Dieser Grundsatz, 
namlich Vermehrungshemmung einerseits, Vorhandensein des Energie- 
substrates andererseits, als Ursache einer Umschaltung im Zellgeschehen, 
wird an Stelle ilterer, engerer Vorstellungen iiber die Wirkung des 
Verhaltnisses zwischen Kohlenstoff- und Stickstoffernéhrung treten 
miissen. Er wird wahrscheinlich auch fiir die Ausbildung von Schwar- 
mern, von Geschlechtsorganen, von Gameten und einer Kopulations- 
stimmung bei isogamen homothallischen Volvocales und Conjugales von 
Bedeutung sein. Eine Priifung dieser Hypothese sollte méglich sein. 

Was die eigenartige, gemischte Ernahrungsweise der untersuchten 
Ochromonas-Stimme anbelangt, so bleibt noch vieles offen. Okologisch 
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scheint die dreifache Mischernahrung das fiir diese Organismen natiirliche 
zu sein, womit aber nicht gesagt ist, daB sie nicht im Versuch vereinfacht 
werden kénnte. Lewis vermutet fiir ,,Chlorochromonas gleichzeitig 
holozoische, holophytische und saprophytische Ernahrung. Solche Aus- 
driicke, wie holozoisch, den z. B. Lewis und Lunp verwenden, und 
der eigentlich ,,sich ganz wie Tiere ernihrend* bedeutet, sollten nicht 
verwendet werden, solange man nicht weiB, ob es sich um die ausschlieB- 
liche Ernahrungsform handelt. Es ist besser, von animalischer oder 
phagotropher Ernahrung zu sprechen. In unserm Fall haben wir also eine 
Kombination von Phago-, Photo- und Osmotrophie. 


Die photosynthetische Komponente kann durch Dunkelkultur aus- 
geschaltet werden, wobei allerdings weniger dichte und langlebige 
Populationen entstehen. Die Phagotrophie wird unnotig, wenn die er- 
forderlichen Vitamine geliefert werden. Die osmotische Aufnahme des 
Energiesubstrates konnte bisher weder durch Photosynthese, noch durch 
Fiitterung mit Nahrungsorganismen ersetzt werden, sondern nur durch 
Darbietung von Eiweifteilchen, Starke oder Ol. Hier mi&te wohl ein 
Eindringen in die Assimilation von verdaulichen Teilchen als erster 
Schritt zum Verstindnis des Wesens der Phagotrophie einsetzen. 


Diagnosen. 


Vorbemerkung. In meiner friiheren Arbeit (1952) wurde eine Diagnose fiir 
Ochromonas malhamensis gegeben, die auch fiir die drei dort erwahnten amerikani- 
schen Stamme, sowie den neuen von Tiibingen zutrifft. Sie wird hier in deutscher 
Ubersetzung wiedergegeben, weil sie manchen Lesern nicht leicht zuginglich sein 
diirfte. 


Das Aussehen und die GréBe der phagotrophen Chrysomonaden wechselt auBer- 
ordentlich mit den AuBenumstinden, was erst in Klonkulturen deutlich wird. 
Manche zur Bestimmung empfohlenen Merkmale, wie GréBe der Chromatophoren, 
Gehalt an Chrysose, Ol und anderen Ablagerungen, Auftreten von Nahrungsvacu- 
olen, Riesenzellen und Pseudopodien, und selbst Gestalt und Dimensionen der Zellen, 
schwanken so sehr, da8 nur ein langeres Studium unter verschiedenen Bedingungen 
ein leidlich vollstandiges Bild der morphologischen Modifizierbarkeit geben kann. 


Ochromonas malhamensis PRINGSHEIM 1952. Zellen eiférmig bis kugelig, mit einer 
seichten Vertiefung vorn, wo die GeiSeln entspringen. Beim Schwimmen aber oft 
langlich birn- bis keulenférmig, manchmal leicht gekriimmt. Gelegentlich kommt 
ein zugespitztes Hinterende mit einem feinen, an festen Kérpern befestigten Faden 
vor, aber seltener als bei anderen Arten der Gattung. Kugelige Zellen 6—8 uw im 
Durchmesser, Jangliche durchschnittlich 12 zu 4 uw. 


Das einzelne Chromatophor, das aus 2 lainglichen, briickenartig verbundenen 
Teilen besteht, wechselt stark in GréBe und Farbung. Es kann klein und bla8 sein 
oder gréBer und goldbraun. Eine pulsierende Vacuole findet sich in der Nahe des 
GeiBelansatzes, ist aber nicht immer zu finden. Die langere GeiBel kann doppelt so 
lang als der Korper sein, die kiirzere nur ein Viertel davon. Kleine Individuen haben 
verhaltnismaBig langere Geifeln. Augenfleck und Phototaxis fehlen. Die Reserve- 
substanzen (Leukosin = Chrysose, Volutin und 01) wechseln sehr an Menge. 
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Die Art ahnelt O. variabilis H. Meyer (1897), fiir die jedoch 2 Chromatophoren 
angegeben sind, und sie variiert viel mehr als jene tun soll. 

Der dem Typus zugrunde gelegte Stamm wurde im Juli 1949 von einem Stein- 
block im Gebirgssee Malham Tarn (Yorkshire, England) isoliert. 


Ochromonas sociabilis n. sp. (Abb. 1). Zellen rundlich eiférmig, auch kurz keulen- 
formig bis spindelig, also haufiger langlich als bei voriger, mit ahnlicher Vertiefung 
am Vorderende. Obgleich die Zellen gewdhnlich stumpf enden und nicht hinten 
zugespitzt oder fadenformig ausgezogen sind, pflegen sie in Gruppen auf unsichtbare 
Weise zusammenzuhangen und sich gemeinsam hin- und herzubewegen, wobei die 
Vorderenden nach aufen gekehrt sind. Die abgerundeten Zellen wechseln sehr an 
GréBe. Sie sind 4,5—12 4, meist 9—10 4 im Durchmesser. Die vacuolisierten 
Riesenzellen sind viel gréBer. Schwarmende Zellen 6—10 x 4—7 ju, das heiBt, die 
Dimensionen sind nicht immer sicher von denen der vorigen Art verschieden, ebenso- 
wenig Chromatophor und pulsierende Vacuole. Bei den kleinsten Individuen kann 
die SchwimmgeiBel 3 mal so lang sein als der Korper, meist aber ist sie nur 2mal so 
lang, die andere sehr kurz. Im Dunkeln werden die Chromatophoren fast unsichtbar. 

Die Unterschiede gegeniiber der vorigen Art sind also gering. Dennoch kann 
O. sociabilis in jeder Kultur an den Zellgruppen sogleich erkannt werden. 

Die Art wird nach einem Stamm beschrieben, der aus einem im Mai 1954 auf- 
gesammelten ockerfarbigen Auftrieb auf dem Teich im Park von Bad Driburg in 
Westfalen stammt. 


Ochromonas danica n. sp. (Abb. 2). Zellen selten rundlich, meist langlich eiformig 
mit langem, spitz kegelformigen Hinterende. Es wurde nie gesehen, daB dieses zum 
Festsetzen verwendet wurde, wie es PAScHER (1942, 8. 78) fiir eine Ochromonas-Art 
beschrieben und abgebildet hat. Die Art ist viel beweglicher als die beiden vorher- 
gehenden. Gréf8e der Zellen im abgerundeten Zustand 9—12 zu 7—9u, im ge- 
streckten 16—18 zu 8—9 ungerechnet die hintere Spitze, die etwa 1/; der Gesamt- 
lange ausmacht, so daB diese bis 30 uw betragen kann. 

Das Chromatophor besteht auch hier aus 2 ungleichen, langlichen Teilen, von 
denen der mehr nach vorn geriickte das kleine carminrote Stigma tragt. Die Aus- 
bildung des Chromatophors wechselt wiederum stark. Es ist aber immer gréfer als 
bei den vorhergehenden Arten und la48t den Hauptteil der Zelle gelblichgriin er- 
scheinen. Die die beiden Chromatophorenteile verbindende Briicke kann mehr oder 
wenig eingezogen sein. Die pulsierende Vacuole findet sich auch hier nahe dem 
Vorderende. Die langere GeiBel hat ungefahr die Lange des gesamten Kérpers; die 
kiirzere ist etwa 1/,—1/; so lang. Phototaxis wurde beobachtet, ist aber nicht sehr 
ausgesprochen. 

Nahrungsvacuolen, Riesenzellen und Chrysose- und Fettablagerung hangen von 
den Ernahrungsverhaltnissen ab. In Dunkelkulturen ist das Chromatophor klein, 
rundlich und gelb, mit unverandert deutlichem Stigma. 

Der Stamm wurde aus Material von einem verunreinigten Moortiimpel in Dane- 
mark im Mai 1954 isoliert. 


Zusammenfassung. 


Zur Erginzung der friiheren Untersuchung einiger Ochromonas-Stamme 
wurden 3 weitere in Reinkultur isoliert, von denen einer von O. mal- 
hamensis und verwandten Stiimmen nicht sicher unterschieden werden 
kann, und einer nur wenig abweicht, wihrend die neue O. danica nicht 
nur gréfere und deutlich griin gefarbte Chromatophoren und einen 
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Augenfleck hat, sondern sich auch physiologisch, vor allem durch wirk- 
sameren Photosyntheseapparat, unterscheidet. 

Eine gréBere Anzahl von Kohlenhydraten wurde auf ihre Eignung als 
Energiesubstrate gepriift und die Aufnahme geformter Nahrung wurde 
untersucht. 
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Die Beeinflussung des Phosphathaushalts 
von Mikroorganismen durch Kohlendioxyd. 


Von 
H. G. SCHLEGEL. 


Mit 5 Textabbildungen. 
(Hingegangen am 14. Juli 1955.) 


Vorangehende Untersuchungen (SCHLEGEL, 1954) hatten gezeigt, daB 
wahrend der Oxydation sowohl von molekularem Wasserstoff als auch 
von organischen Substraten durch autotroph gewachsene Zellen von 
Hydrogenomonas anorganisches Phosphat aufgenommen und je nach den 
Versuchsbedingungen in die leicht und in die schwer hydrolysierbare 
Phosphatfraktion eingebaut wird. Dieser Einbau erwies sich abhingig 
vom Vorhandensein von Kohlendioxyd. Die Entfernung von CO, aus der 
Gasatmosphiare der Versuchskélbchen fiihrte zu einer starken Herab- 
setzung der Phosphorylierungsvorgiange, so da Dephosphorylierungs- 
vorginge tiberwogen, was in einer Zunahme des anorganischen Phosphats 
im Trichloressigsiure-Extrakt der Bakteriensuspension zum Ausdruck 
kam. Diese Beeinflussung des Phosphatstoffwechsels durch Kohlendioxyd 
trat nicht nur im Falle der Oxydation von molekularem Wasserstoff, 
sondern auch unter Verwendung von organischen Substraten in Erschei- 
nung. Bereits Vorversuche gaben aber zu der Vermutung Anla8, daB in 
der CO,-Bediirftigkeit je nach dem verwendeten Substrat eine gradweise 
Abstufung bestiinde. Diese Unterschiede in der Beeinflussung des Phos- 
phatstoffwechsels durch Kohlendioxyd bei Hydrogenomonas bei Verab- 
reichung verschiedener Substrate zu fassen, war ein Ziel der vorliegenden 
Arbeit. 

Uber die Frage der heterotrophen CO,-Fixierung orientieren gute 
Sammelreferate (UTTER u. Woop, 1951, Wor, 1953). Es ist anzunehmen, 
daB Kohlendioxyd fiir das Wachstum der meisten, wenn nicht aller, 
Bakterien notwendig ist. Eine Anzahl von enzymatischen Reaktionen, 
die an diesen Prozessen beteiligt sein kénnen, wurden von WERKMAN 
(1951) diskutiert. Doch ist bisher diese Erscheinung nur bei einigen 
wenigen naher erforscht worden. 

Bei Untersuchungen tiber das Wachstum der Milchsiurebakterien 
(Lyman u. Mitarb., 1947) mit und ohne CO, und im Rahmen von 
Versuchen mit markiertem Kohlenstoff wurde beobachtet, daB sich 
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wachsende und ruhende Mikroorganismen verschieden verhalten (LYNCH 
u. Catvin, 1952, Lrener u. BucHanan, 1951). Wachsende Hefen und 
Bakterien fixierten 14CO,, ruhende Zellen nicht. 

Uber den Einflu8 des Kohlendioxyds auf Stoffwechselvorginge in 
ruhenden Zellen liegen noch relativ wenige Beobachtungen vor. Als_ 
erster stellte Hus (1938) die Beeintrachtigung der Methylenblau-Reduk- 
tion von gewaschenen Suspensionen von Escherichia coli, Serratia mar- 
cescens und anderen Mikroorganismen durch CO, heraus. Bei Gegenwart 
gewisser Substrate konnte durch CO,-Entzug die Methylenblau-Reduk- 
tion verhindert werden. Wenn sich diese Befunde in einer sorgfaltigen 
Nachuntersuchung durch Gest u. Stoxes (1952) auch nicht in allen 
Punkten reproduzieren lieBen, so konnte der CO,-Effekt als solcher doch 
eine Bestitigung erfahren. Der Entzug von CO, verhinderte die MBI- 
Reduktion mit endogenen Zellsubstanzen als H-Donatoren. Die Verfasser 
interpretieren ihre Beobachtung mit der Annahme, dai CO, notwendig 
ist zur Bildung von Kohlenstoffverbindungen wie Dicarbonsauren, die 
als Wasserstoffiibertrager fungieren kénnen. An gewaschenen Suspen- 
sionen von Neisseria meningitidis beobachteten Firrring u. SCHERP 
(1952), daB mit Glucose und Maltose die O,-Aufnahme unter 3% CO, 
enthaltender Atmosphire hoher war als bei CO,-Abwesenheit. Harris 
(1954) untersuchte die O,-Aufnahme von 38 Bakterienarten im CO,- 
haltigen und CO,-freien Milieu und fand recht betriachtliche Effekte 
beispielsweise bei Rhizobium leguminosarum (490° Steigerung gegentiber 
der CO,-freien Kontrolle), Rh. trifolii (360°), Escherichia freundit (222%) 
und Bacillus subtilis (208°). DaB& von auBen gebotenes CO, in ruhende 
Mikroorganismen in von Art zu Art recht verschiedenem Mae eingebaut 
wird, teilten auch Lyncu u. CaLvin (1952) mit. Uber die Beeintriichtigung 
der Phosphataufnahme durch CO,-Entzug berichtete erstmals NEwBURGH 
(1954). 


I. Material und Methode. 


Uber die Heranzucht des fiir die Untersuchung des Phosphatstoffwechsels ge- 
eigneten Bakterienmaterials von Hydrogenomonas wurde. bereits ausfiihrlich be- 
richtet (SCHLEGEL, 1954). Fiir die unter II, 1 zu schildernden Versuche wurden die 
Bakterien nach Herstellung der Suspension durch 8stiindiges Schiitteln unter Luft 
an Speicherstoffen verarmt. Durch nachfolgendes 10stiindiges Stehen unter N, bei 
30° C wurde der Gehalt an labilem Phosphat herabgedriickt. 

Um eine CO,-Retention im Medium weitestgehend auszuschalten, wurde die 
Suspension auf px 5,5 gebracht und mit einer KCl-HCl-Lésung der gleichen Wasser- 
stoffionenkonzentration gepuffert. Der py-Wert wurde jeweils am Ende des Ver- 
suches nochmals gepriift. 

Der Suspension, die im Mittel 800 wg Zell-N/ml enthielt, wurden vor dem Ver- 
such 10 wg PO,'”’/ml in Form von KH,PO, zugesetzt. Dann wurde sie durch eine 
Fritte G 2 filtriert und zu jeweils 5 ml in Erlenmeyer-Kélbchen abpipettiert, die mit 
doppelt durchbohrten und mit Réhrchen und Schlaiuchen versehenen Gummi- 
stopfen verschlossen wurden. Fiir die CO,-freien Ansitze wurden Kélbchen ver- 
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wendet, deren Mitteleinsitze mit 0,5 ml 20% KOH gefiillt und mit einem Papier- 
facher ausgestattet waren. Kurz vor dem Versuch wurden die Kélbchen auf die 
Temperatur des Schiittelthermostaten gebracht (30° C), mit den organischen Zu- 
satzen (0,5 ml einer 5%igen Lésung von Glucose bzw. Na-succinat) versetzt und 
mit dem entsprechenden Gasgemisch (CO,-freie Luft bzw. CO,-freies Gemisch von 
80% H, und 20% O,) durchspiilt. 

Neben diesen ,,CO,-freien‘‘ Ansiatzen liefen jeweils solche, bei denen das der 
Atmung entstammende Kohlendioxyd erhalten blieb. Um einer dadurch verursach- 
ten px-Verschiebung vorzubeugen, wurden der Gasatmosphire 5% CO, zugemischt 
und das Medium auf eine bei den angegebenen Temperatur- und py-Werten mit 
einem CO,-Partialdruck der Atmosphire von 0,05 at im Gleichgewicht stehende 
Bicarbonatkonzentration gebracht (1,5 - 10-4 m). 

Uber die Aufarbeitung der Proben und die Phosphatbestimmung finden sich 
Angaben in der oben genannten Arbeit. Es wurden auch dieselben Symbole ver- 
wendet. Mit P, wird das im Trichloressigsiure-Extrakt ,,direkt bestimmbare“ an- 
organische Phosphat, mit P, das nach 7 min langer Hydrolyse der Suspension in 
1 n salzsaurer Lésung bei 100° C bestimmbare Phosphat bezeichnet. 


If. Ergebnisse. 


1. Oxydation von H,, Bernsteinsdure und Glucose. 


Zunachst wurde die Abnahme des direkt bestimmbaren, anorganischen 
Phosphats unter verschiedenen Versuchsbedingungen gepriift (Abb. 1). 
Da nur frisch geerntete und in der beschriebenen Weise vorbehandelte 
Bakterien so hohe Aktivititen zeigen, wie sie fiir derartige Versuche not- 
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Abb. .. Abnahme des im TES-Extrakt einer Suspension (510 ug Zell-N/ml) von Hydrogenomonas 
direkt bestimmbaren anorganischen Phosphats wiihrend eines 4stiindigen Versuches mit H,, Glucose 
und Bernsteinsiure als H-Donatoren unter CO,-haltiger und CO,-freier Atmosphire. 
py 5,5; KCl-gepuffert. 


ZLusatze Atmosphiare KOH 


Zeichenerklarung: — 75% H2/20% O2/5% COs ms 
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wendig sind, und da die in einem Ansatz gewinnbare Bakterienmenge 
beschrankt war, konnten immer nur wenige Versuchsbedingungen gleich- 
zeitig untersucht werden. Die angegebenen Werte stellen Mittelwerte 
von jeweils zwei Parallelansatzen dar. 
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Unter CO,-haltiger Knallgasatmosphare nimmt der Gehalt an anorga- 
nischem Phosphat in der ersten Versuchsstunde rasch, spater langsamer 
ab. Bei der verwendeten Suspension (510 ug Zell-N/ml) wurden auch 
nach mehrstiindiger Versuchszeit immer noch 5 wg PO,'’’/ml gemessen. 
Unter CO,-freier Knallgasatmosphire mit KOH im ZentralgefaB, die 
auch das entstehende Atmungskohlendioxyd weitgehend absorbieren 
diirfte, erfolgt nur wahrend der ersten halben Stunde eine signifikante 
Phosphatbindung. Spiter wird zunehmend anorganisches Phosphat frei- 
gesetzt, bis dessen Gehalt nach einigen Stunden den Anfangsgehalt 
sogar iibersteigt. Das Verhalten besagt, daB bei Abwesenheit von CO, 
auch bei intensiver H,-Oxydation keine Uberfiihrung von Phosphat in 
organische Bindung mdglich ist. 

Mit Glucose als Substrat wirkt sich die CO,-Entfernung kaum aus; 
sowohl im CO,-freien als auch im CO,-haltigen Ansatz ist eine stetige 
Abnahme des anorganischen Phosphats zu verzeichnen. Die Unterschiede 
bewegten sich bei allen Versuchsansatzen fast im Rahmen der Fehler- 
grenze. 

Wird als Substrat Bernsteinsiiure gegeben, so findet im CO,-haltigen 
Ansatz eine rasche Phosphatbindung statt, deren Intensitaét im Mittel 
gréBer ist als unter anderen Versuchsbedirgurgen. Wird gleichzeitig 
CO, entfernt, so ist die Phosphatbindurg erheblich geringer, wenn sie 
auch fortschreitet und es nur selten zu einer Freisetzung von Phosphat 
kommt, wie im Falle der H,-Oxydation. Bei der Verwertung der Bern- 
steinséure tibt demnach Kohlendioxyd einen EinfluB auf den Phosphat- 
stoffwechsel aus. 

Ob Kohlendioxyd hier nur als Glied in der Assimilationskette eine 
Rolle spielt und bei seinem Entzug nur die Bildung von Phosphat- 
Acceptoren unterbunden wird, sollte durch Bestimmung des labilen Phos- 
phats geklart werden. In Abb. 2 entsprechen die Py-Kurven der in 
Abb. 1 gezeigten Kurvenschar. Die Py-Werte geben den Betrag des nach 
7 min langer Hydrolyse der Suspension mit 1 n HCl bei 100° C im Uber- 
stehenden des Zentrifugats bestimmbaren Phosphats an. Die Differenz 
beider Werte (P_y—P7) stellt das ,,7 min-Phosphat‘ (a7 Ph) dar und 
wird hier in Saulenform wiedergegeben. Die Unterschiede in dieser 
Phosphatfraktion werden erst nach mehreren Stunden signifikant. Am 
stirksten wirkt sich der CO,-Gehalt wiederum bei der H,-Oxydation aus 
und am schwachsten im Falle der Glucoseverwertung. Bernsteinsiure 
nimmt wieder eine Zwischenstellung ein. 

Glucose kann als Substrat argesehen werden, das den zelleigenen 
Reservestoffen weitgehend ihnlich ist. Es ist anzunehmen, daB Glucose 
von den Bakterien aufgenommen wird und sowohl veratmet als auch 
direkt eingebaut wird. Der Aufwand an synthetischen Leisturgen zum 
Kinbau der Glucose ist relativ gering. Weiterhin erscheint uns zur 
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Deutung der vorgelegten Befunde die Tatsache wichtig, daB bei Glucose- 
abbau nach dem EmppENn-Mryernor-Schema bis zur Brenztraubensiure 
Kohlendioxyd keine Rolle spielt. Demgegeniiber liegt in der Bernstein- 
saure eine Verbindung vor, die an intermediaren Cyclen beteiligt ist 
und zum. Teil abgebaut, zum Teil zu zelleigenem Material aufgebaut 
wird. An den Gleichgewichtsreaktionen des Intermediarstoffwechsels ist 
CO, maBgebend beteiligt. Sein laufender Entzug aus dem Gleichgewicht 
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Abb. 2. Verhalten des leicht hydrolysierbaren Phosphats (= A 7Ph, in Saulenform dargestellt) mit 
H., Glucose und Bernsteinsiure als H-Donatoren mit (schwarze Saulen) und ohne CO, (schraffierte 
Séulen); 620 wg Zell-N/ml. Zeichenerklarung Abb. 1 und Text. 


diirfte auch bei intakten Zellen je nach dem Grade der Absorption zu 
einer mehr oder weniger starken Beeintrachtigung synthetischer Prozesse 
und damit der Bildung von zelleigenem Material fiihren. Da8 sich der 
CO,-Entzug bei der Oxydation molekularen Wasserstoffs noch 
starker auswirkt als mit Bernsteinsdure als Substrat, ist nicht zu ver- 
wundern. Hier fungiert Kohlendioxyd nicht nur als Supplement der 
Kohlenhydratsynthese, sondern stellt die einzige C- Quelle dar. Die drei 
untersuchten Bedingungen bilden demnach eine abgestufte Reihe zu- 
nehmender CO,-Bediirftigkeit fiir die Bildung von Assimilaten. Damit 
lieBe sich die Beeinflussung des Phosphathaushalts durch Kohlendioxyd- 
entzug auf eine Verhinderung der Synthese zelleigener Stoffe zurtick- 
fiihren. 

Es ist nun die Frage aufzuwerfen, welche Funktionen man im Zusam- 
menhang mit dem Phosphathaushalt den Assimilationsprodukten bei- 
zulegen hat. Sie kénnen einerseits als Phosphatacceptoren dienen; an- 
dererseits stellen sie oxydationsfihiges Material dar. Die in den Ver- 
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suchen verabreichten organischen Stoffe sind sowohl als Vorstufen fiir 
Phosphatacceptoren als auch als Energiedonatoren zu betrachten. Bei 
der Oxydation von H, bestehen nun grundsiitzlich die beiden Méglich- 
keiten, daB die bei der H,-Oxydation freiwerdende Energie 

a) fiir den Vorgang sowohl der CO,-Fixation als auch der Phosphory- 
lierung verwertet wird, demnach beide Prozesse direkt mit der H,-Oxy- 
dation gekoppelt sind, oder 

b) lediglich fiir den ProzeB der CO,-Fixation genutzt werden kann 
und Phosphorylierungsvorgiinge an die Veratmung von Assimilaten oder 
zelleigenen Speicherstoffen gebunden sind. Zwischen beiden Alternativen 
ist vorliufig nicht zu entscheiden, wenn auch unsere Ergebnisse die 
zweite Méglichkeit ins Auge fassen lassen. Héchstwahrscheinlich kann 
nicht jeder beliebige energieliefernde Vorgang mit Phosphorylierungs- 
ablaufen gekoppelt sein. Die Verhiltnisse miissen auch nicht bei allen 
Anorgoxydationen gleich liegen. Es ist méglich, daB bei Hydrogenomonas 
spezifische Verbindungen vorliegen miissen, an deren Oxydation Phos- 
phorylierungen geknipft sind. 


2. Endogene Atmung. 

Einer exakten Interpretierung noch nicht zuganglich, aber sicher von 
allgemeiner Bedeutung sind die Beobachtungen tiber die Beeinflussung 
des Phosphathaushaltes frischer, nicht verarmter ruhender Zellen durch 
den Entzug von CO,. Derartige leicht durchzuftthrende Versuche bringen 
die Bedeutung des Kohlendioxyds auch fiir den Intermediarstoffwechsel 
ruhender Zellen gut zur Geltung. 

Wihrend die oben geschilderten Versuche mit Zellen durchgefihrt 
wurden, die durch Schiitteln an Luft an Speicherstoffen und durch an- 
aerobe Inkubation an labilen Phosphaten verarmt worden waren, dienten 
zu vergleichenden Versuchen frische Zellen, die nach der Ernte lediglich 
mehrmals gewaschen und in einer diinnen KCl-Pufferlésung aufge- 
schwemmt wurden. Schiittelt man diese Suspensionen unter Luft oder 
einem Luft —5°% CO,-Gemisch, so nimmt der Gehalt an direkt bestimm- 
barem anorganischen Phosphat tiber relativ lange Versuchszeiten nur 
ganz allmihlich zu. Wie aus Abb. 3 hervorgeht, erfolgt die Zunahme vor- 
wiegend auf Kosten der schwer hydrolysierbaren Phosphatverbindungen. 
Der Betrag des leicht hydrolysierbaren Phosphats bleibt verhaltnismaBig 
konstant. Sorgt man hingegen durch Absorption mit KOH fiir einen 
laufenden Entzug des Kohlendioxyds, so nimmt das anorganische 
Phosphat rasch zu. Die Zunahme geht nur zum Teil auf Kosten des 
schwer hydrolysierbaren Anteils. Die leicht hydrolysierbare Fraktion 
wird fast noch stairker betroffen. Selbst fiir die Verwertung der wihrend 
der Oxydation zelleigener Speicherstoffe freigesetzten Energie erweist 
sich Kohlendioxyd als notwendig. Der Versuch diirfte darauf hinweisen, 
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daB Kohlendioxyd im Intermediirstoffwechsel eine bisher noch nicht 
gentigend beachtete Rolle spielt und auf den Phosphathaushalt 


einen bemerkenswerten Ein- 
fluB hat. 

Die Beobachtungen dring- 
ten die Frage auf, ob bei 
anderen autotrophen und 
heterotrophen Mikroorganis- 
men der  Phosphatstoff- 
wechsel in ahnlicher Weise 
mit CO,-abhangigen inter- 
mediaren Stoffumsetzungen 
verkniupft ist. Einige Ergeb- 
nisse darauf abzielender, ge- 
rade in Gang befindlicher 
Untersuchungen sollen hier 
kurz mitgeteilt werden: 

Chlorella pyrenoidosa wurde in 
dem von KanpuER (1950) ange- 
gebenen Medium unter Durch- 
leiten von CO,-angereicherter 
Luft kultiviert und nach mehr- 
fachem Waschen in der Zentri- 
fuge verwendet. Rhodospirillum 
rubrum wurde in dem iiblichen 
Medium kultiviert (Wi~son u. 
Kwicut, 1952), gewaschen und 
in einer physiologischen Salz- 
lésung suspendiert, mit und ohne 
CO, geschiittelt. Backerhefe wurde 


zwischen den Waschungen jeweils 
unter Luft geschiittelt. 


Auch bei diesen Mikro- 
organismen ergaben sich Un- 
terschiede in der Zunahme 
des anorganischen Phosphats 
wahrend langfristigen Schiit- 
telns unter CO,-haltiger 
und CO,-freier Atmosphare 
(Abb.4). Die Unterschiede 
waren bei den Autotrophen 
groBer als bei den Hetero- 
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Abb. 3. Verhalten des leicht hydrolysierbaren Phosphats 

in einer frischen, unverarmten Suspension (860 ug Zell- 

N/ml) von Hydrogenomonas wihrend des Schiittelns 

unter CO,-haltiger (schwarz) und CO,-freier (schattiert) 
Atmosphare. 
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Abb. 4. Zunahme des im TES-Extrakt einer Suspension 
von Chlorella pyrenoidosa und Rhodospirillum rubrum 
direkt bestimmbaren, anorganischen Phosphats waihrend 
des Schiittelns unter CO,-haltiger (c———) 
und CO,-freier (— — —) Atmosphare. 


trophen. Dieser vorlaufige Befund will noch nichts besagen, da auch beiden 
heterotrophen Bakterien der CO,-Entzug zu ganz betriichtlichen Hemmun- 
gen der O,-Aufnahme fithren kann (Harris, 1954). Versuche, Unterschiede 
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in der Glucoseaufnahme und dem Phosphathaushalt isolierter Wurzel-_ 
spitzen (Vicia faba) bei Gegenwart und Entzug von CO, festzustellen, 
sind bisher gescheitert. Offenbar reichen die zur CO,-Absorption getrof- 
fenen MaBnahmen nicht aus, die CO,-Tension im Gewebeverband unter 
einen gewissen Mindestwert herabzudriicken. Die Untersuchungen von — 
Kursanow (1954) iiber die CO,-Fixierung der Wurzel lassen unsere Ver- 
mutungen berechtigt erscheinen. 


Ill. Diskussion. 


_ Nachdem Vocier u. Umprerr (1942) in ihren Untersuchungen an 
Thiobacillus thiooxydans zum ersten Male der Frage nachgegangen waren, 
welcher Zusammenhang bei Autotrophen zwischen Phosphorsaurestoff- 
wechsel und CO,-Fixierung besteht, wurde dieses Problem wiederholt 
und mit wechselnden Ergebnissen bearbeitet. 


BAALSRUD u. BaatsruD (1952) konnten an Thiobacillus thiooxydans, 
Th. denitrificans und Th. thioparus die zeitliche Trennung von Phos- 
phorylierung und CO,-Fixierung nicht reproduzieren und leiteten eine 
Reihe von Nachuntersuchungen ein. Waihrend UmBrerr (1954) erneut 
nachwies, daB eine in Abwesenheit von CO, erméglichte Schwefeloxyda- 
tion eine Suspension von Th. thioorydans in die Lage setzte, unter an- 
aeroben Bedingungen CO, — wenn auch in einem viel geringeren Mafe, 
als friiher angegeben — zu fixieren, kam Nrwsureu (1954) zu ab- 
weichenden Ergebnissen. Wurden die gewaschenen Zellen in Gegenwart 
von Schwefel 1% Std einer Atmosphiire von N,, CO,-freier Luft oder ge- 
wohnlicher Luft und anschlieBend kurzzeitig (1 bzw. 5 min) “CO, aus- 
gesetzt, so fixierten diejenigen Zellen, die nicht CO,-frei vorbehandelt 
waren, eine gegeniiber den Vergleichsproben vielfache Menge von Koh- 
lendioxyd. Ferner wird **PO,’’’ nur dann von den Zellen aufgenommen, 
wenn neben Sauerstoff und Schwefel auch CO, vorhanden ist. Demnach 
ist auch bei 7h. thiooxydans unter AusschluB von CO, keine Phosphory- 
lierung méglich; dieser Befund geht mit unseren an wasserstoffoxydie- 
renden Bakterien gewonnenen Ergebnissen voéllig konform. 

Es ist anzunehmen, daB bei intakten Zellen zwischen Kohlendioxyd 
und intermediiren Verbindungen ein bestimmter Gleichgewichtszustand 
besteht. Uber die Art dieses Gleichgewichtes bzw. iiber den minimalen 
CO,-Partialdruck, bei dem gerade noch ein Einbau in organische Ver- 
bindungen erfolgt, ist bei heterotrophen Organismen noch wenig be- 
kannt. Anhaltspunkte vermégen Untersuchungen iiber eine entspre- 
chende Problematik bei héheren Pflanzen zu geben. Die Dunkelfixierung 
von exogenem CO, durch succulente Pflanzen (,,De Saussure-Effekt“, 
Wotr, 1949) kann durch Variation der CO,-Tension der AuBenatmosphare 
verandert werden, ein lange bekanntes Phinomen, das dem diurnalen 
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Saéurerhythmus zugrunde liegt. Quantitative Untersuchungen itiber die 
Lage der Gleichgewichte stoBen bei diesen Organismen auf Schwierig- 
keiten, da die CO,-Tension zunachst nur in der umgebenden Atmosphire 
gemessen werden kann. Kingehende Untersuchungen tiber den Schwellen- 
wert der CO,-Tension, bis zu dem photosynthetisierende Blitter gerade 
noch CO, aus der Umgebung fixieren kénnen, haben unlangst Ea@iE 
(1951) und Herz u. ScnEenx (1953) angestellt. Danach mu8 man ,,jenen 
Gleichgewichtszustand als CO,-Kompensationspunkt bezeichnen, der sich 
bei einem bestimmten niedrigen CO,-Partialdruck einstellt und durch 
Erhéhung der Lichtintensitat nicht mehr veriindert werden kann“. Mit 
Kinschrénkung kann man diese Definition auch auf chemoautotrophe 
und heterotrophe Organismen iibertragen. Unter der Voraussetzung, da 
die Verwertung der Strahlungsenergie bei griinen Pflanzen und der H,- 
Oxydation bei Knallgasbakterien einander entsprechen und die H,- 
Oxydation unter optimalen Bedingungen ablauft, ist der niederste 
Schwellenwert des CO,-Partialdrucks, bei dem wasserstoffoxydierende 
Bakterien CO, zu fixieren vermégen, als CO,-Kompensationspunkt zu 
bezeichnen. Diesen pco, in der Gasatmosphare iiber einer wachsenden 
Bakterienplatte von Hydrogenomonas zu messen, wurde mit einfachen 
Mitteln bereits angestrebt (SCHLEGEL, 1953). Mit der gleichen Berechti- 
gung wie bei den wasserstoffoxydierenden Bakterien diirfte man den 
Terminus ,,CO,-Kompensationspunkt“ in Zukunft bei allen Organismen 
verwenden, in deren Stoffwechsel CO, eine Rolle spielt. Es ist nicht zu 
tibersehen, daB die Bestimmung und Angabe eines ,,CO,-Kompensations- 
punktes“ immer nur fiir einen Organismus und ganz diskrete Bedin- 
gungen sinnvoll ist. Daf die Lage des Gleichgewichtes von duBeren 
Faktoren auBerordentlich abhingig ist, geht aus dem Beispiel der Tem- 
peraturabhangigkeit dieses Gleichgewichtes bei assimilierenden Blattern 
hervor (EGLE u. SCHENK, 1953). 

Nach den eingangs angefiihrten Arbeiten anderer Autoren und unseren 
in Gang befindlichen Untersuchungen kann als erwiesen gelten, daf 
Kohlendioxyd nicht nur fiir das Wachstum von Mikroorganismen von 
Bedeutung ist, sondern auch auf den Stoffwechsel ruhender Zellen 
Einflu8 nimmt. Uber den Mechanismus dieses Eingreifens wissen wir 
freilich noch wenig. An Hand der an intakten Pflanzen, Organmaceraten 
und isolierten Enzymsystemen gewonnenen Erkenntnisse laBt sich ledig- 
lich eine Vorstellung entwickeln, die in Zukunft zu priifen sein wird. 

Im Stoffwechselgeschehen der Zelle gehen abbauende und synthetische 
Reaktionen nebeneinander her. Beide Prozesse haben Intermediarstoffe 
gemeinsam. Hinige von ihnen stehen mit Kohlendioxyd im Gleich- 
gewicht, wofiir die Woop-Werxkman- und die OcHoa-Reaktion die am 
besten bekannten Beispiele darstellen. Zur Aufrechterhaltung der nor- 


malen Stoffwechselabliufe, des dynamischen Gleichgewichtes, in dem 
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sich die Zelle befindet, ist anscheinend ein bestimmter Partialdruck des 
Kohlendioxyds nétig. Unterschreitet der poo, diesen Kompensations- 
punkt, so kommt es zu einem Uberwiegen der abbauenden Prozesse. 

Nach dieser Vorstellung wiirden die dargelegten Befunde etwa so zu 
deuten sein, da& Phosphorylierungsvorginge nur mit ganz diskreten 
Abbauprozessen gekoppelt sind (Abb. 5). Es k6onnten nur bestimmte 
einleitende Abbaureaktionen (A — B) mit der Uberfithrung von anorga- 
nischem Phosphat in organische Bindung verkniipft sein, wahrend der 
Endabbau keine Koppelungsméglichkeit besitzt. Normalerweise werden 
nun die abbaufahigen Substanzen, etwa Kohlenhydrate, laufend re- 

synthetisiert. Der Entzug von CO, wirde 

—ph ~Dh dann die Resynthese verhindern, indem er 

= ts den Zerfall der zur Synthese geeigneten Inter- 

f mediarstoffe begiinstigt (etwa im Tricarbon- 

sdiurecyclus). Unterbleibt aber die Resynthese, 
so wird weiteren Phosphorylierungsablaufen 

ein vorzeitiges Ende gesetzt. 
In dieser Vorstellung wiirden die erhobenen 
C0, Befunde eine zwanglose Erklarung finden, 
Abb. 5. ohne da man dem CO, spezifische, den 
Beeinflussung des Phosphatstoff- Phosphathaushalt direkt betreffende Funk- 
vee arlarang iaineciA tionen zuordnen mite. Im Phosphathaushalt 
ware dann nur ein Indicator fiir die Ver- 
hinderung von synthetischen Vorgingen in der Zelle durch Entfernung 

des Kohlendioxyds zu erblicken. 

Inwieweit die Erniedrigung des CO,-Partialdruckes unter dem hypo- 
thetischen Kompensationspunkt auch noch andere Stoffwechselleistungen 
in Mitleidenschaft zieht, kann vorliufig noch nicht abgesehen werden. 
Bei der iiberragenden Bedeutung des Phosphathaushalts fiir die ver- 
schiedensten Stoffumsetzungen in der Zelle und den Energiehaushalt 
mu8 mit einer EinfluBnahme auch auf andere Prozesse gerechnet werden. 
Es bestehen daher Griinde, erneut auf die Fragwiirdigkeit der Anwen- 
dung der ,,- KOH-Methode“ bei manometrischen Untersuchungen an 
ruhenden Zellen hinzuweisen. Es besteht die Méglichkeit, daB fiir einen 
in Frage stehenden Vorgang in dem einen Gefa& des GefaiSpaares 
der peo, den CO,-Kompensationspunkt schon unterschreitet, wiahrend 
er im anderen noch dariiber liegt. Diese ungleichen Bedingungen 
k6nnen den Stoffwechsel in den beiden Ansitzen in ganz verschiedene 
Wege leiten. 

Die Bindung der Phosphorylierung an bestimmte Intermediarprozesse, 
die wir eben diskutierten, wiirde gegen die Vorstellung sprechen, die iiber 
die Atmungskettenphosphorylierung herrscht, bei welcher der wahrend 
des Endabbaues im Tricarbonsiurecyclus auf D(T)PN iibertragene 
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Wasserstoff verwertet werden soll. Uber den Mechanismus der Koppe- 
lung von Atmungskette und Phosphorylierungssystem ist noch so wenig 
bekannt, da eine Erorterung hier unterbleiben muB8. 


Zusammenfassung der Ergebnisse. 


An gewaschenen Suspensionen von Hydrogenomonas wurde der Ein- 
fluB des CO,-Entzugs auf Phosphorylierungsvorgiinge untersucht, welche 
an die Oxydation von molekularem Wasserstoff, Bernsteinséure und 
Glucose gekniipft sind. Die Entfernung von CO, aus dem Milieu setzt die 
Uberfiihrung von anorganischem Phosphat in organische Bindung herab. 
Die CO,-Wirkung betrifft den Einbau sowohl in die leicht als auch in die 
schwer hydrolysierbare Phosphatfraktion. Der Effekt ist bei der H,- 
Oxydation am ausgepriagtesten, bei der Glucoseverwertung kaum vor- 
handen; Bernsteinséiure nimmt eine Zwischenstellung ein. 


Bei der Veratmurg endogenen Materials bleibt der Betrag des an- 
organischen Phosphats iiber lange Zeiten nahezu erhalten. Bei der laufen- 
den Entfernurg von Kohlendioxyd wird anorganisches Phosphat frei- 
gesetzt. An Chlorella pyrenoidosa und Rhodospirillum rubrum konnten 
ahnliche Effekte beobachtet werden. Die Beobachtungen stellen neue 
Befunde fiir die Tatsache dar, daB CO, nicht nur fiir das Wachstum von 
Mikroorganismen notwendig ist, sondern auch auf den Stoffwechsel 
ruhender Zellen Einflu8 nimmt. 
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Ernahrungs- und stoffwechselphysiologische 
Untersuchungen an Sphaerotilus natans. 


Von 
GERHARD HOHNL. 


Mit 27 Textabbildungen. 
(Hingegangen am 27. Juli 19565.) 


Zum ersten Male wurden Sphaerotilus natans 1833 und Leptothrix ochracea 
1843 von Ktrzinc und Cladothrix dichotoma 1875 von Coun aufgefunden und 
beschrieben. Es vergingen aber rund 60 Jahre bis Bisaun (1894) die erste Rein- 
kultur einer Chlamydobakterie — Cladothrix dichotoma — gelang. Da zahlreiche 
Autoren glaubten, die Chlamydobakterien allein nach Wuchsform oder mikrosko- 
pischer Untersuchung bestimmen zu kénnen, wurde eine Unzahl sehr zweifelhafter 
Arten der Gattung Sphaerotilus und naher verwandter Genera beschrieben. Erst 
PRINGSHEIM (i949, 1952) fiihrte nach umfangreichen Versuchen mit Reinkulturen 
zahlreicher Stamme von Sphaerotilus natans, Cladothrix dichotoma und Leptothria 
ochracea und nach kritischem Vergleich seiner Ergebnisse mit der vorliegenden 
Literatur eine Neuordnung der Systematik der Chlamydobakterien durch und gab 
eine Ubersicht iiber deren Nomenklatur und Synonymie. Er erkennt nur die Genera 
Crenothrix und Sphaerotilus als zu Recht bestehend an, letzterer mit den beiden 
Formenkreisen Sphaerotilus natans und Sphaerotilus discophorus (Leptothria disco- 
phorus, SCHWERS, DorFF), dessen Unempfindlichkeit gegen Mangan ein wertvolles 
Merkmal fiir seine Abgrenzung ist. Cladothrix dichotoma und Leptothrix ochracea 
sind Wuchsformen von Sphaerotilus natans. 

Gegen diese Neugruppierung nehmen BrGER u. BRINGMANN (1953) auf Grund 
elektronenmikroskopischer Untersuchungen der Scheidenstruktur einiger Faden- 
bakterien Stellung, lassen wieder mehrere alte Genera und Species gelten und 
nehmen Neubenennungen vor. 

Der Weg der physiologischen Erforschung der Fadenbakterien wurde urspriing- 
lich durch WrnoGRADSKY (1888) bestimmt, der sie als ,,Hisenbakterien“ ansah und 
ihnen die Fahigkeit zusprach, durch Oxydation von Ferro-Verbindungen Energie 
zur CO,-Assimilation zu gewinnen und sich autotroph zu ernaéhren, wobei Ferri- 
Verbindungen ausgefallt werden. Gegen diese Autotrophie-Hypothese wandte sich 
Mo.iscwH (1892) auf Grund von Beobachtungen an Leptothrix ochracea, und 1910 
stellte er an Reinkulturen dieser Art fest, daB sie sich nicht chemisch autotroph 
ernahren, sondern nur heterotroph gedeihen kann, jedoch mit auBerordentlich 
geringen Nahrstoffkonzentrationen auskommt. Liuske (1911, 1919) und Wino- 
GRADSKY (1922) wiesen diese Behauptung zuriick und auch PrinesHErm (1949) 
deutete darauf hin, daB bei der Ablehnung der Autotrophie-Hypothese die Méglich- 
keit einer mixotrophen Ernahrung auBer Acht gelassen wurde. Unter Hinweis auf die 
heterotrophe Ernahrungsméglichkeit, unterschied man zwischen ,,echten“‘ und ,,un- 
echten‘‘ Hisenbakterien. Bei ersteren konnte in Ermangelung anderer Kenntnisse 
und auf Grund des praktisch unmeBbar geringen Gehaltes an organischen Stoffen 
am Standort ohne weiteres fiir das Wachstum und die zu beobachtende Kisen- 
ausfallung eine autotrophe Ernahrung verantwortlich gemacht werden. Bei letzteren 
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war die heterotrophe Ernahrung einwandfrei bewiesen. Die in diesem Falle auf- 
tretende Vererzung der Scheiden wurde dabei auf eine sekundare, von der physio- 
logischen Tatigkeit der Zelle unabhangige Hisenanlagerung zurickgefiihrt. 

Von systematisch-nomenklatorischen Problemen ausgehend stellten unter ande- 
rem LinpE (1913) und ZrKes (1915) zahlreiche physiologische Untersuchungen an. 

Lrypz unterzog die heterotrophen Ernahrungsbedingungen von Cladothrix dicho- 
toma einer genauen Kontrolle. Er ziichtete Reinkulturen sowohl auf vollsynthe-— 
tischen Nahrbéden mit CaCl,, K,HPO,, NaCl, FeCl,, KNO, und Glucose als auch auf 
Bouillon, Heuaufgu8 und ahnlichem und bestimmte das Temperaturintervall fir 
das Wachstum. Zrkres gelang es dann zum ersten Male, neben Reinkulturen von 
Cladothrix dichotoma auch solche von Sphaerotilus natans zu erhalten und ihre 
Nahrstoffanspriiche zu charakterisieren. 

Gegen die Richtigkeit der Befunde von TRommsporrF (1918), der Wachstum an- 
geblicher Reinkulturen von Sphaerotilus in Nahrlésungen mit hohen Konzentratio- 
nen von Ammoniumsalzen, bzw. Nitraten ohne jede C- Quelle erhalten haben will, 
und der von Sack (1925), der sogar die Bildung von Dauersporen beschrieb, sprechen 
alle anderen Erfahrungen und Tatsachen. 

Zunehmende Beachtung gewann Sphaerotilus, als KoLKwitz u. Marson (1902/09) 
bei Aufstellung ihres Saprobiensystems seine Bedeutung fiir die Abwasserbiologie 
und die Verunreinigung der Gewdsser klar erkannten und ihn den polysaproben 
Organismen zuordneten. Abwisser mit reichlichem Gehalt an organischen Stoffen 
erméglichen in Flie8gewassern ein Massenauftreten von Sphaerotilus, der auf Grund 
seiner Wuchsformen in solchen ,, Vorflutern*‘ auch ,,Abwasserpilz‘‘ genannt wird. 

Naumann (1932/34) versuchte durch Freilandbeobachtungen und Arbeiten an 
Rohkulturen unter anderem die Entstehung verschiedener Wuchsformen und die 
Bedingungen unter denen es zu einer Massenentwicklung kommen kann, zu klaren- 
und sowohl den Produktionsstand in einem ,,verpilzten** Flu8 als auch den Sauer- 
stoffverbrauch des Sphaerotilus-Aufwuchses zu ermitteln. Auf experimentell wirklich 
gesicherte und einwandfreie Ergebnisse konnte er jedoch seine Behauptungen, wenn 
sie auch noch so verlockend erscheinen, nicht aufbauen. In den letzten Jahrzehnten 
erhéhte sich durch die Zunahme der Bevélkerung und einer steigenden Industriali- 
sierung der Abwasseranfall. Entsprechend der Notwendigkeit, die dabei in immer 
stirkerem MaBe auftretenden ,,Verpilzungen“ in den Vorflutern einzuschrinken 
bzw. zu verhindern, wurden von abwasserbiologischer Seite unter anderem auch 
ausgedehnte ernahrungs- und stoffwechselphysiologische Untersuchungen an Sphae- 
rotilus natans durchgefiihrt. So erzielten Lackny u. WATTIE (1940) aufschluBreiche 
Ergebnisse tiber die Ernahrungs- und Wachstumsbedingungen von Sphaerotilus bei 
ihren Untersuchungen tiber die Bedeutung dieses Organismus an der Blahschlamm- 
bildung in Belebtschlammanlagen. WuHRMANN (1946, 1949) und WunrMann u. 
KoestTLeEr (1950) versuchten die Nahrstoffanspriiche fiir das Massenauftreten dieses 
,,Abwasserpilzes‘‘ auf hiuslichen Abwiassern zu klaren. Sie widmeten sich besonders 
der Stickstoffversorgung von Sphaerotilus und sahen Aminosauren, jedoch nur in 
Konzentrationen unter 0,3 mg/l, als unentbehrlich fiir dessen Wachstum an. Die 
Verwertbarkeit anorganischen Stickstoffs wird stark in Zweifel gezogen. DrMoL. 
u. LIEBMANN (1952) und LrepMann (1951/53) vertreten nachdriicklich die Ansich- 
ten WUHRMANNS und riicken dkologisch-physiologische Probleme wieder in den 
Vordergrund. 


Es war Ziel dieser Arbeit, die physiologischen Studien von Lacknry 
u. Wartie und WuHRMANN an Reinkulturen von Sphaerotilus weiter- 
zufithren. Dabei sollten neben der Abhangigkeit des Wachstums von 
Temperatur und Reaktion des Nahrmediums, vor allem eine Reihe von 
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verschiedenen in hauslichen und industriellen (Zellstoffwerken, Molke- 
reien u. a.) Abwassern vorkommenden organischen Verbindun gen (Kohlen- 
hydrate, organische Saéuren, Aminosiiuren) auf ihre Verwertbarkeit im 
Atmungsstoffwechsel und ihre Eignung als C- bzw. N- Quelle im Kultur- 
versuch nachgepriift werden. 


Nach Abschlu8 der Versuche erschien die Arbeit von Stoxrs (1954), der morpho- 
logisch-cytologische und physiologische Untersuchungen an Reinkulturen von 
9 Sphaerotilus-Stimmen verschiedener Herkunftsorte durchfiihrte und dessen Er- 
gebnisse bei der Zusammenschrift dieser Arbeit Beriicksichtigung fanden. 


Material und Methodik. 


Gewinnung von Reinkulturen. 


Als Versuchsmaterial dienten fiinf Stamme, die trotz verschiedener hydrologi- 
scher Bedingungen an den Fundorten und der dort auftretenden unterschiedlichen 
Wuchsformen als Sphaerotilus natans (Kiitz) bezeichnet werden?. 

Stamm C aus der Sammlung der Universitat Cambridge/England befand 
sich dort schon lange Zeit in Kultur. — Stamm M wurde aus dem Rhein bei Karls- 
ruhe unweit der Einmiindung der Abwasser des Zellstoffwerkes Maxau isoliert. Bei 
einer Reaktion des Wassers von py 6,3—6,4 bildete Sphaerotilus natans dort im 
Marz 1953 an den Ufersteinen einen Massenbewuchs weib-grauer bis braun-grauer 
Zotten von 2—3 cm Linge. — Stamm # wurde im Januar 1953 aus der Donau 
unterhalb des Zellstoffwerkes Ehingen gewonnen. Der py-Wert des Wassers 
schwankte von 7,6—8,0, und die Bakterienmassen zeigten dort ein iippiges fiir 
Sphaerotilus natans typisches Wachstum. Weif- bis braungraue Fadenbakterien- 
kolonien bildeten einen zottigen Bewuchs am Uferschilf. — Stamm S wurde eben- 
falls aus dem Vorfluter einer Zellstoff- und Papierfabrik, der Paar, bei Schroben- 
hausen-Miihlried im Marz 1953 isoliert. Die Reaktion des FluBwassers war 
pu 6,9—7,1. Kleine und kleinste Biischel besiedelten dort die Uferpflanzen und 
Steine. Die mikroskopische Kontrolle lieB eine unechte, dichotome Verzweigung der 
Faden erkennen, so daB diese Form nach'dem mikroskopischen Bilde als Cladothrix 
dichotoma bestimmt wurde. — Stamm P stammt aus einem Moorgraben zwischen 
Prien und Stock am Chiemsee (Marz 1953). Das Wasser besaB einen pqy-Wert von 
6,0—6,3, war gelblich-braun gefarbt und auf der Oberflache schwamm eine diinne, 
opake Kahmhaut ausgeschiedenen Eisenoxyds. Schwach gelbliche, leere Scheiden- 
bruchstiicke, die eine deutliche PreuBischblau-Reaktion gaben, bildeten dort 
braunliche Schlammansammlungen. Dazwischen fanden sich farblose Faden, die 
im Mikroskop aneinandergereihte Einzelzellen erkennen lieBen, Diese Wuchsform 
entspricht dem Habitus von Leptothrix ochracea. 

Aus dem Rohmaterial wurden méglichst reine und wenig mit Detritus behaftete 
Fléckchen in engmaschige Drahtnetzsaickchen gebracht und 14 bis 1 Std mit flieBen- 
dem Leitungswasser heftig durchgespiilt, bis grébere Verunreinigungen restlos be- 
seitigt waren. Dann wurden kleine Flocken des Bakterienmaterials mittels einer 
Pinzette abgenommen und in aqua dest. aufgeschwemmt. Mikroskopisch wurden 
sie auf ihre Reinheit kontrolliert und notfalls mit Hilfe einer Capillarpipette noch- 
mals gewaschen. Die so gewonnenen kleinen und kleinsten Fadenansammlungen 
wurden auf Platten mit 1,2% Agar-Agar und 0,05% Lirsic-Fleischextrakt tiber- 
tragen. 


1 Herrn Prof. Dr. E. G. Prrnesuum bin ich fiir die freundliche Uberlassung eines 
Stammes und die Nachbestimmung der anderen zu groBem Dank verpflichtet. 
Tbe 
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Diese Technik unterscheidet sich nicht wesentlich von der von BUsG@EN (1894), 
H6ruicu (1901), Linpe (1913) und PrrvesHerm (1949). Die alteren Autoren ver- 
wendeten mit Gelatine verfestigte Fleischextraktlésungen. Gelatine erwies sich 
aber auf Grund der leichten Verfliissigung durch die Begleitbakterien bei der Rein- 
kulturgewinnung als ungiinstig. Die Bebriitung erfolgte bei 22—25° C. Nach 2—3 
Tagen waren die Chlamydobakterien soweit aus dem Verunreinigungshof der 
Begleitorganismen herausgewachsen, da sie nach mikroskopischer Kontrolle in- 
gewohnlicher Weise unter sterilen Kautelen auf eine Platte tibertragen werden 
konnten. Durch wiederholte weitere Passagen wurden Reinkulturen erzielt. Da die 
Kolonien teils dicht dem Agar auflagerten, teils in ihn eindrangen, gelang eine 
Uberimpfung des oberflichlichen Bewuchses mittels einer Ose nur schwer. Zur 
weiteren Ubertragung wurden daher jeweils kleine Wiirfel aus dem Agar mit der 
Impfnadel ausgestochen und diese auf eine neue Platte oder in die fliissige Nahr- 
Jésung gebracht. 

Vorteilhaft fiir die Erkennung und Isolierung erwiesen sich die Spiralen und 
Schleifen, welche von den heranwachsenden Faden weit auBerhalb des eigentlichen 
Kolonieareals auf dem Agar gebildet wurden. Da jedoch ahnliche Erscheinungen 
auch bei der Kultur von Bakterien der Subtilis-M ycoides-Gruppe auftreten, wurde 
das auf den Platten erhaltene reine Material in fliissiges Nahrmedium itbertragen, 
wo die Wuchsform der schleimigen Fadenbakterien sicher von anderen Bakterien 
zu unterscheiden war. Sphaerotilus bildete freischwimmende, flockige Kolonien. Die 
Nahrfliissigkeit selbst zeigte keine nennenswerte Triibung. Mikroskopisch waren 
durchweg lange Fadenverbinde festzustellen, die sich zu einem wirren Geflecht ver- 
einigten. In gefarbten Praparaten konnten aus den Scheiden ausgetretene (Schwiar- 
mer) oder bei der Praiparation verteilte Einzelzellen beobachtet werden. 

Bei den Kulturen der Subtilis-M ycoides-Gruppe in fliissigen Nahrmedien dagegen 
ergab sich bereits nach 12 Std eine homogene Triibung der Nahrlésung, und das 
mikroskopische Bild zeigte neben vorwiegend kurzen Zellverbanden eine groBe 
Masse von Hinzelzellen. 

Die gewonnenen Reinkulturen von Sphaerotilus wurden in Schragréhrchen mit 
1,2% Agar und 0,2% Lirmsia-Fleischextrakt aufbewahrt. 


Nahrlésungen. 

Fiir die Massenkultur erwiesen sich nur fliissige Nahrmedien als geeignet. Wenn 
nicht anderes vermerkt, wurden Linsies-Fleischextraktlésungen von 0,2—0,5% ver- 
wendet. Der N-Gehalt von 100 mg Fleischextrakt betrug 8,25 mg. Auf diesen Nahr- 
béden waren alle Stiimme ausnahmslos kultivierbar. Bei der Bereitung der Nahr- 
lésung wurde eine gréBere Menge einer etwa 3% igen Linpras-Fleischextraktlésung 
mit aqua bidest. hergestellt und 30 min gekocht. Der dabei entstehende Nieder- 
schlag wurde anschlieBend durch Druckfiltration mittels eines Srrrz-Filters mit den 
Klarschichten 3 und 7 entfernt. Die so erhaltene Lésung wurde auf 0,2—0,5% ver- 
diinnt und blieb auch nach wiederholter Sterilisation véllig klar. Als mineralisches 
Basalmedium erwies sich fiir die Priifung der Verwertbarkeit verschiedener organi- 
scher Verbindungen als N- und C©-Quelle eine Lésung von 50 ml CaCl,, 100 mg 
MgSO,-7 H,O und 150mg K,HPO, in 1000 ml aqua bidest. als giinstig. Die qualita- 
tive Zusammensetzung der Lésung entspricht im wesentlichen der von Lackny u. 
Warten verwendeten. Die C- und N- Quellen wurden nach Bedarf variiert. 


Kultur- und Analysenmethoden. 

Als KulturgefaéBe dienten fiir die in der Regel iiber 10 Tage laufenden Kulturen 
200 ml fassende Erlenmeyer-Kolben, die jeweils mit 50 ml Nahrlésung beschickt 
wurden. Fiir die Anzucht der zu den manometrischen Atmungsmessungen benotigten 
gréBeren Bakterienmengen wurden 1000 ml Erlenmeyer-Kolben, bzw. 1500 ml 
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Kulturkolben (nach Frrnpacu) verwendet, die mit je 200 ml, bzw. 300 ml Lésung 
beschickt wurden. Nach zweimaliger Sterilisation — je 25 min bei 120° C unter 
Druck — und Kontrolle der Reaktion des Nahrmediums erfolgte die Beimpfung 
der Kolben. Um fiir jede Versuchsreihe méglichst einheitliches Material zu haben, 
wurden die Impfungen jeweils mit 3 Tage alten Kulturen vorgenommen. 

Normalerweise wurde die Anzucht bei 27° C in der Klimaanlage des Institutes 
vorgenommen. Zur Feststellung der Grenz- und Optimaltemperaturen standen bis 
zu 5° C ein Kihlschrank, von 5—35° C ein Stufenthermostat und fiir die Tempera- 
turen von 35—50° C gleichzeitig drei weitere Thermostaten zur Verfiigung. Die 
Versuche tiber die Abhangigkeit der Bakterienentwicklung von der Reaktion des 
Nahrmediums wurden parallel mit den Temperatur-Reihenversuchen durchgefiihrt. 
Jeder derartige Reihenversuch umfaBte im allgemeinen 54 Einzelkulturen. Der ge- 
wiinschte py-Wert wurde gemeinsam in der Nahrlésung fiir jeweils 9 GefaBe durch 
Pufferung mit Phosphorsiure und Natriumcarbonat vor der Autoklavierung ein- 
gestellt und zwischen den Sterilisationen nachgepriift. Bei Versuchsbeginn und 
Versuchsende wurde die pq-Zahl mit Hilfe einer Chinhydron-Kalomel-Elektrode 
ermittelt. In ahnlicher Weise wurde bei allen anderen Nahrmedien, die bei der HeiB- 
sterilisation die Reaktion verandern, verfahren. 

Im Gegensatz zu den Angaben von Lackry u. Wartte (1940) sowie von BAanR 
(1953), die nur bei standiger Durchliiftung bzw. periodischem Nahrlésungswechsel 
gutes Wachstum in Flissigkeitskulturen erhalten hatten, konnten in den eigenen 
Versuchen auch in undurchliifteten Standkulturen mit mehr oder weniger diinner 
Nahrlésungsschicht gutes Wachstum erzielt werden. 

Zur Gewinnung der herangewachsenen Bakteriensubstanz wurden die Bakterien 
mittels einer hochtourigen AHT-Zentrifuge quantitativ bei 7—11 - 10% g (3 min) 
abzentrifugiert und 2—3 mal mit aqua bidest. ausgewaschen. 

Fiir die manometrischen Atmungsmessungen wurden 3 Tage alte Kulturen ver- 
wendet. Die nach Zentrifugieren gewonnene Bakteriensuspension’ wurde, um die 
Wirkung des Substrates besser zu erkennen, 90 min im Luftstrom verarmt. Danach 
wurden die Bakterien wieder abzentrifugiert und in der fiir den Versuch nétigen 
Wasser- oder Puffermenge in einem Mefzylinder suspendiert. Nach Beendigung des 
Versuches wurde die Suspension quantitativ den Atmungstrégen entnommen, ab- 
zentrifugiert, gewaschen, bei 105° C getrocknet und gewogen. 

Die Sauerstoffaufnahme wurde nach der sogenannten ,,direkten Methode“ nach 
WaRrsure bestimmt (vgl. Dickens, 1941). Benutzt wurden einfache, mit methylen- 
blaugefarbter Bropre-Lésung gefiillte Manometer und kegelférmige Atmungstrége 
mit einem bzw. zwei Seitenarmen, sowie einem Mitteleinsatz fiir das CO,-Absorbens. 
In diesen Mitteleinsatz kamen zur CO,-Absorption 0,5 ml 4n NaOH. Zur Ver- 
gréBerung der absorbierenden Oberfliche diente ein gefalteter Filterpapierstreifen. 
Das Volumen der GefaiBe, die mit Quecksilber ausgewogen worden waren, lag 
zwischen 14,2 und 19,9 ml. Die GefaBkonstanten betrugen entsprechend 1,0—1,5, 
so daB ein Millimeter Druckunterschied 1,0—1,5 mm? O, bedeutete. 

Die Atmungstrége wurden in der Regel mit 2 ml Bakteriensuspension und 1 ml 
des auf py 6 gebrachten Substrates beschickt. Die Temperaturschwankungen wur- 
den durch ein Thermobarometer korrigiert. Im Gasraum befand sich normalerweise 
Luft; nur bei langeren Versuchen wurden Sauerstoff oder Carbogen (5% CO, und 
95% O,) eingeleitet. Als MaB fiir die Atmungsintensitat gilt in dieser Arbeit der O,- 
Verbrauch. Zur Bezeichnung wurden die WaRBuRGschen Quotienten benutzt, wobei 
Qo, die O,-Aufnahme in mm je Stunde und mg Trockengewicht, n Qo, die O,-Auf- 
nahme in mm’ je Stunde und mg Stickstoff bedeutet. 

Die Bestimmung des ,,Respiratorischen Quotienten‘‘ (RQ) wurde in der Rege 
mit Hilfe der Drxon-GefaBe vorgenommen. Dazu wurden 3 ml einer in aqua dest 


; 
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suspendierten und mit dem entsprechenden, auf neutrale Reaktion gencaonae 
Substrat gemischte Bakterienmasse in die GefiBe pipettiert. Die Bestimmung der 
CO,-Produktion und der O,-Aufnahme erfolgte nacheinander. Wahrend der Dauer 
der Temperaturangleichung (15 min) wurde unter Schiitteln der Gefafe O, ein- 
geleitet, um das anfanglich im Gasraum befindliche CO, restlos zu entfernen. a 
nach SchlieBen der Manometer wurde in einem Atmungstrog die in der Seitenbirne 
befindliche Trichloressigsaiure (0,5 ml einer 60% igen TES-Lésung) zur Bakterien-— 
suspension zugekippt, um durch Abtoten eine weitere CO,-Produktion zu verhindern ~ 
und das in der Lisung retinierte CO, auszutreiben. AnschlieSend wurde durch Dre- 
hen eines Hahnes die Verbindung zwischen Gasraum und der in einer Héhlung des 
Kiickens befindlichen NaOH hergestellt. Der sich dabei anfanglich ergebende Druck- 
anstieg in Verbindung mit der entsprechenden Druckabnahme nach Absorbieren 
mit NaOH ergibt unter Beriicksichtigung der notwendigen GefaBkonstanten die 
retinierte CO,-Menge. Bei Versuchsende wurde in gleicher Art das Bakterienmaterial 
durch TES-Lésung abgetétet, das retinierte CO, gleichzeitig ausgetrieben und an- 
schlieBend die gesamte CO,-Menge durch NaOH absorbiert, was durch eine schnelle— 
Druckabnahme am Manometer sichtbar wurde. Diese Gesamtabnahme ergibt 
unter Beachtung der GefaBkonstanten fiir CO, die gesamte im GefaB vorhandene 
CO,-Menge in mm’, von der dann die als Anfangsretention bestimmte CO,- 
Menge in Abzug gebracht werden muB, um die aus dem Substrat erzeugte CO,- 
Menge zu erhalten. Das dazu gehérige O,- Volumen ergibt sich aus der Druckdifferenz 
zwischen dem jeweils gewahlten Nullwert zu dem durch die NaOQH-Absorption 
entstandenen tiefsten Manometerstand und der Multiplikation mit der entspre- 
chenden GefaiBkonstanten fiir Sauerstoff. | 

Die Stickstoffbestimmungen wurden mit einer Mikro-Kjeldahl-Apparatur (vgl. 
Kien, 1931) durchgefiihrt. Das getrocknete und gewogene Material wurde mit 2 ml 
konz. H,SO, im Wageglaschen bei 80° C 12 Std vorverascht und dann quantitativ 
in die AufschluBkélbchen tibertragen. Zur vollstaéndigen und schnelleren Veraschung 
erwies sich ein Zusatz einiger Tropfen Perhydrol als giinstig. Lag der N-Gehalt des 
Bakterienmaterials zwischen 0,3—1,0 mg, so wurde das in der Kjeldahl-Apparatur 
uberdestillierte Ammoniak in vorgelegte n/50 HCl geleitet und die nicht verbrauchte 
Sauremenge acidimetrisch unter Verwendung eines Mischindicators aus Brom- 
thymolblau-Methylrot zuriicktitriert. 1 ml verbrauchter Saure entspricht dabei 
0,28 mg N. Der durchschnittliche Fehler betrug nach Kontrollanalysen -- 5%. Bei 
geringerem N-Gehalt des Versuchsmaterials diente n/200 H,SO, als Vorlage, wobei 
die Restsiure jodometrisch (KLINGMULLER, 1950) bestimmt wurde. 1 ml verbrauch- 
ten Natriumthiosulfates entspricht jeweils 0,07 mg N. 

In einigen Fallen wurde nach Versuchsende und Abzentrifugieren der Bakterien- 
masse auch der Substratrestgehalt bzw. der Oxydationswert des letzteren bestimmt. 


Die Zuckeranalysen erfolgten bei Mengen von 10—100 mg nach der Methode von 
BeRTRAND (vgl. BuRTHO-GRASSMANN, 1936). Fiir geringere Zuckermengen von 0,1 
bis 0,4 mg kam die Blutzuckerbestimmung nach Forty u. Wu (1920) in Anwendung. 
Nach Zugabe von jeweils 2 ml einer alkalischen CuSO,-Lésung zu der vollig klaren, 
zu analysierenden Lésung, wurde 7 min im Wasserbad gekocht und nach 3 min 
Abkiihlen 2 ml einer Molybdat-Phosphat-Lésung zugesetzt. Nach einer Wartezeit 
von weiteren 10 min wurde mit 20 ml aqua dest. aufgefiillt. Die sich entwickelnde 
Blaufarbung stabilisierte sich nach etwa 45 min und konnte photometrisch bei 578 ja 
gemessen werden. Die Umrechnung der MeBwerte in die Absolutwerte erfolgte nach 
einer mit den entsprechenden Substanzen aufgestellten Eichkurve. 

Der Bestimmung der Ketosiuren lag die Methode von Casz (vgl. BARRENSCHEEN 
u. Pany, 1941) zugrunde, die entsprechend vereinfacht wurde. Die klare, zu unter- 
suchende Lésung wurde mit 1 ml einer filtrierten Lésung von 100 mg 2,4-Dinitro- 
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phenylhydrazin in 100 ml 2n HCl versetzt und nach 5 min Stehen 4ml 2,5n NaOH 
zugegeben. Die nach Durchschiitteln auftretende rot-gelbe Farbung wurde nach 
10 min bei 436 «4 photometriert. Die Umrechnung der Extinktionswerte erfolgte 
ebenfalls unter Zuhilfenahme einer aufgestellten Eichkurve. 


Die organische Substanz wurde durch nasse Veraschung mit Bichromat-Schwefel- 
sdure erfaft. 1 ml der entsprechenden Nahrlésung wurde mit 1 ml 3-10-2n 
K,Cr,0,-Lésung und 2 ml konz. H,SO, versetzt und anschlieBend auf dem Wasser- 
bade verascht. Der abgekiihlten Lésung wurde ein UberschuB von KJ zugegeben 
und das iiberschiissige Chromat jodometrisch bestimmt. Die Differenz zwischen 
Anfangs- und Endsubstratgehalt der Nahrlésung ergab den Gesamtverbrauch 
durch die Bakterien. 


Die einzelnen Versuchsreihen wurden mehrmals wiederholt und aus allen erhal- 
tenen MefSergebnissen einer bestimmten Versuchsanordnung fiir den betreffenden 
Stamm die Mittelwerte errechnet, die in den Tabellen angegeben sind. Nach der 


yt 
— 


Formel o = i wurde die Streuung des Hinzelwertes o errechnet, wobei d 


die Abweichungen des Mittelwertes und m die Anzahl] der Messungen darstellt. Aus 
o 

der Streuung o ergibt sich nach der weiteren Formel m = —-— der mittlere Fehler 
n 


des Mittelwertes, der an den entsprechenden Stellen aufgefiihrt ist. Da sich die ver- 
schiedenen Stamme im wesentlichen gleich verhielten, wurde immer ein typischer 
Einzelversuch des Stammes # im Kurvenbild wiedergegeben. 


Versuchsergebnisse. 


1. Wuchsformen und Morphologie der Stamme. 


Die auf Agar mit 0,2°% Fleischextrakt und die in 0,5°% Fleischextrakt- 
losung geziichteten Reinkulturen der 5 verwendeten Stamme von Sphae- 
rotilus natans hatten in Kultur alle das gleiche Aussehen, obwohl, wie 
eingangs erwaihnt, zwei Stiimme am natiirlichen Standort sowohl nach 
ihrer Wuchsform als auch nach dem mikroskopischen Bilde des Roh- 
materials als Cladothrix dichotoma baw. Leptothrix ochracea bestimmt 
worden waren. 

Auf festen Nahrbéden trat immer nur maBiges Wachstum auf. Die 
gebildeten Faden waren hell durchsichtig und daher anfanglich nur schwer 
erkennbar. Die Einzelzellen lagen in dichter Reihe hintereinander, 
so daB deren Grenzen in den Faden oft kaum zu sehen waren. Wahrend 
junge Kulturen aus wenigen langausgezogenen oder gekriimmten Faden 
bestanden, wurde der Agar nach lingerer Kulturdauer von einem 
feinen Fadengeflecht tiberzogen, das an manchen Stellen durch flache, 
schwach weiBlich erscheinende Kolonien unterbrochen war. Dichtes, 
schleimiges Wachstum lieB hier den faidigen Charakter nur mehr an den 
Randern erkennen. Die Kolonien waren allgemein zart und leicht zer- 
stérbar. Die Scheiden waren nur schlecht zu erkennen. In fliissige Nahr- 
medien tibertragen, verursachten diese Bakterien bereits nach 24 Std, 
junge Kulturen vorausgesetzt, einen zarten biischeligen Bewuchs, der in 
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den folgenden 48 Std durch Fadenbruchstiicke und schwarmende Einzel- 
zellen zu einer iippigen Vermehrung fiihrte. Es entstanden schleimige 
Flocken von 0,5—1,5 em GroBe, die nach allen Richtungen unregelmaBig 
verzweigte Fadenbischel aufwiesen. Altere Kulturen enthielten etwas 
gréBere, spinngewebeartige, zottige Kolonien. Die Entstehung grofer, 
voluminéser, von sogenannten ,,Abwasserpilztreiben“ her bekannter 
Flocken jedoch unterblieb. Diese sind nach den in den verschiedenen 
Fliissen gemachten Beobachtungen in der Regel dadurch bedingt, daf 
in das Fadengeflecht dieser 
Bakterien Triftstoffe (Papier- 
und Zellstoffasern, Holzteil- 
chen, Gras, Algenfiiden, Pilz- 
mycelien u. a.) einbezogen 
werden und mit diesen ver- 
kleben. Die in den Standkul- 
turen entstandenen Flocken 
waren deshalb immer lockerer 
und wesentlich kleiner, wenn 
sie auch eine gewisse Ahnlich- 


Abb. 1. 
Ausstrichpriiparat einer 2 Tage alten Sphaerotilus- keit mit den am natiirlichen 
Kultur in 0,5% LIEBIGs Fleischextrakt (py 7, 10° C, 


gefiirbt mit Carbolfuchsin, Stamm Z£, Vergr. 600 ). Fundort beobachteten zeigten. 
Ein groBer Teil der zu etwas 
groBeren Biischeln herangewachsenen Faden setzte sich langsam am 


Boden ab. 


Infolge Fehlens einer gleichmifig gerichteten Wasserstr6mung in den 
Versuchsgefaifen kam es nicht zur Ausbildung typischer, kompakter 
,,Abwasserpilzzotten**. Jedoch bedeckten langere Fadenbiindel iiberall, 
besonders aber an der Fliissigkeitsgrenze, die Glaswand und flottierten 
mit den Enden frei in der Lésung, verklebten jedoch bei heftiger Be- 
ruhrung der Kolben. 

Um die GréBenverhiiltnisse der Organismen besser beobachten zu 
k6énnen, wurden die mikroskopischen Praparate entweder mit Carbol- 
fuchsin, Gentianaviolett oder nach Gremsa (nach LoOrrLErR) gefirbt. 
Dabei nahmen auch die die Zellen schiitzenden Schleimscheiden den 
Farbstoff schwach auf und wurden deutlicher sichtbar. 

Im allgemeinen bestimmte das Alter der Kulturen die ZellgréBe. So 
bestanden die Faden junger Kolonien in der Regel aus langstiibchen- 
artigen, zylindrischen Kinzelzellen mit leicht abgerundeten Enden, die 
oft infolge Teilungstatigkeit schwache Einschniirungen erkennen lieSen 
(Abb. 1). Mit langerer Kulturdauer nahm die Zahl der Langstiabchen all- 
mihlich ab, und eine gr6Bere Anzahl kiirzerer, oft kokkenartiger Einzel- 
zellen war in den Schleimscheiden zu finden, die dann perlschnurartig 
erschienen (Abb. 2). Oft waren die Scheiden auch vollkommen leer und 
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einzelne Zellen bewegten sich mit Hilfe von GeiBeln selbstandig in der 
Losung. 


Freie Zellen, die aus den Scheiden austreten, wurden schon oft beobachtet 
(Fiscuer, 1895, Héruicn, 1901, Moriscu, 1910, Lips, 1913, Zrkms, 1915, Exuis 
1919, CHoLopny, 1926, Lackey u. Wari, 1940, PrincsHerm, 1949, Baur, 1953 rd 
STOKES, 1954). Diese werden dann als Conidien oder bei BegeiBelung als Schwarmer 
bezeichnet und fiir die Verbreitung dieser Organismen verantwortlich gemacht. 


Aber nicht nur die Kulturdauer veranlaBte unterschiedliche ZellgroBen, 
sondern auch die Art und Konzentration der Niahrstoffe (LAcKEY u. 
WattTiz, 1940, PRINGsHEIM, 

1949). Kurze Kulturdauer ae * 4 

und verhaltnismaBig reich- gf 3 
liche Nahrstoffzufuhrhaben “Joe © 
allgemein gréBere Zellen 
zur Folge. In allen Fallen 
schwankte dabei aber die 
Lange der Zellen von 5 bis 
11 w wahrerd sich der Zell- 
durchmesser in den Grenzen 
2—3,5 uw bewegte. Diesen 
Schwankungsbereichen un- 

terlagen alle Stamme in . we hat SO oe 
gleicher Weise. Abb. 2. Ausstrichpriparat einer 8 Tage alten Sphaerotilus- 


¢ 7 “| be Kultur in 0,5% LIERIGs Fleischextrakt (py 7, 10° C, gefarbt 
Nach 72 stiindiger Inku mit Carbolfuchsin, Stamm #, Vergr. 600 x ). 


bationszeit lag der Durch- 

schnitt der Zellange in allen Fallen bei rund 7, der der Zellbreite 
betrug 2,6. Die gesamte Fadenbreite war gegentiber dem Zelldurch- 
messer, je nach der verschieden stark ausgebildeten Scheide, um 1—2 yu 
erdBer als die der Einzelzelle. 


Uber den Aufbau und die Struktur der Scheiden machen vor allem PRINGSHEIM 
(1949) und in neuester Zeit BEGER u. BRINGMANN (1953) eingehendere Angaben, so 


daB darauf verwiesen werden kann. 

Das Cytoplasma in den Zellen junger Faden war relativ homogen mit 
nur seltenen Vacuolen und wenigen Grana. In den alteren Zellen dagegen 
waren die Vacuolen stark vergroBert und enthielten stark lichtbrechende 
Einschliisse, die schon oft zur Verwechslung mit Sporen AnlaB gaben, 


2. Bestimmung der Aminosdiurekomponenten des 
Bakterien-HiweiBes. 

Die Bestimmung der Aminosauren erfolgte mit Hilfe der Papierchromatographie. 
Die zur Untersuchung bendtigte Bakterienmenge wurde 8—10mal mit aqua dest. 
auf der Zentrifuge ausgewaschen und dann 36 bis 48 Std mit 6n HCl hydrolysiert. 
Nach Beseitigung der HCl wurde das Hydrolysat mittels einer Ose in geeigneter 
Menge auf Filterpapier (SCHLEICHER u. Scutitn 2043 b) aufgetragen. Zur Entwick- 
lung diente ein Gemisch von Isopropylalkohol—Kisessig—W asser (76:20:10) und 
ein «-Picolin—Wasser—Ammoniak-Gemisch (70:28:2). Die Sichtbarmachung der 
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Aminosaureflecke erfolgte durch Bespriihen mit saurer Ninhydrin—Butanol— 
Wasserlésung und nachfolgender Trocknung bei 105° C. 

Die in den Hydrolysaten enthaltenen relativen Mengen an Amino- 
siuren wurden auf Grund der entstehenden Farbintensitaét des Amino- 
siure-Ninhydrin-Komplexes geschiitzt. Tab. 1 enthalt diese relativen 


Tabelle 1. Aminosdure-Komponenten des Sphaerotilus-Hiweifes 
(Anzahl der + entspricht Mengenverhiltnis, 0 sind Spuren). 


. Gefundene Aminosaure Stamm D Stamm P 
PME SAT Mle, Bae Sara che a Seer E Spi fate at orf 
Asparaginsaure. .. . Se oocate 
Glutaminsaure ... . +4+4+ | ++++ 
IMPat Aha y velGe os ceieehs age a 
Tiysin! eer eo Sere Fete ese A 
Glykokolliy ges hee actoaeetE | Bae 
Serine eae cree seek + 
Prolin Siar) see eae +++ ee 
(hreoninige cess ++ chek 
WValitn® cevc) 'edts legal Xe = ne at Seshues- 
Leucin und Isoleucin . a ee ee bee a oo oes 
Histidin . : : + 4. 
Tyrosin + a 
Tryptophan + — 
Phenylalanin . 0 0 
Methionin . 0 0 
Cystin und Cystein 0 0 
AN as dha si cet ait Boe e's ce os 

Tabelle 2. 
Ry-Werte verschiedener Aminosduren in «- Picolin- NH, und Isopropanol - Fisessig. 
Ry- Werte 
Aminosiure 
a-Picolin/NH, iter 
Asparaginsiure. ... . 0,195 0,270 
Glutaminsiure ..... 0,205 0,390 
Veteran ire sc? te cone 0,405 0,265 
ATAMIN es hs fe es eee ee 0,440 0,510 
Visi eer cet eae 0,590 0,680 
LeuGin’ atias Snide. woutculs 0,680 0,760 


Mengenangaben. Wie zu erwarten, war die Zusammensetzung der Hydro- 
lysate der Staimme # und C gleich. Mégliche quantitative Unterschiede 
im Mengenverhaltnis der Kinzelstimme konnten mit dieser Methode 
nicht festgestellt werden. AuBer diesen Aminosiuren wurde noch ein 
weiterer Farbfleck durch Ninhydrin sichtbar, der nicht genau identifiziert 
werden konnte. Aus den Re-Werten bekannter Aminosauren (Tab. 2) und 


denen dieser unbekannten Substanz, soll deren Lage am Chromatogramm 
deutlicher werden. 
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3. Die Abhangigkeit des Wachstums von der Temperatur und 
der Reaktion des Nihrmediums. 


Der Temperatur- und py-Einflu8 wurde mit dem ,,Laborstamm“ @ und 
zum Vergleich mit dem frisch isolierten ,,;Wildstamm‘ 2 geprift. Dabei 
wurden die Kulturen nach der Impfung den Temperaturen 0°, 5°, 10°, 
15°, 20°, 25°, 30°, 35°, 40° und 50° C ausgesetzt. Die Reaktion des Nahr- 
mediums war gestuft von py 4—10 eingestellt. In den graphischen Dar- 
stellungen sind die nach 10tagiger Inkubation herangewachsenen Bak- 
terienmengen in mg Trockengewicht wiedergegeben. Die Kurven des 
ermittelten N-Gehaltes zeigen den gleichen Verlauf, da der N-Anteil am 
Trockengewicht bei allen Einzelkulturen relativ konstant war und fiir 
beide Stimme 10,5%+1,0% betrug. Die Abb.3 und 4 fassen die 
Ergebnisse dieser Versuche fiir die beiden Stamme zusammen. Eine 
mehrfache Wiederholung dieser Versuchsserien erbrachte die gleichen . 
Ergebnisse. 


Bei beiden Stimmen wurde unter 5° C kein Wachstum mehr beob- 
achtet. Wakrend aber Stamm # schon bei 5° C eine fast ebenso grobe 
Bakterienmenge lieferte, wie bei der optimalen Temperatur von 10°C, 
wies Stamm C itiberhaupt erst bei 10° C eine wigbare Substanzvermeh- 
rung auf und erreichte bei rund 15° C seinen Optimalwert. Bei beiden 
Stémmen sanken die Erntegewichte aber mit ansteigender Temperatur, 
wenn auch verschieden rasch, ab, und bei den fiir sie typischen oberen 
Grenztemperaturen von 40°C bzw. 30°C erreichten beide Stamme 
gleiche Trockengewichtswerte. Unter Bericksichtigung einer gewissen 
Fehlergrenze bei Einhaltung der Versuchstemperaturen kann als sicher 
angenommen werden, da8 auch im Vorfluter Sphaerotilus, wie er durch den 
,,Wildstamm“ # reprasentiert wird, zwischen 4—5° C seine untere Wachs- 
tumsgrenze erreicht. 

Diese Ergebnisse lieBen die Angaben zweifelhaft erscheinen, die von wachstums- 
begiinstigenden niederen Temperaturen im Intervall von 0—5° C (Linps, 1913, 
Naumann, 1933, LizBMAnn, 1951) sprechen, da in Kulturversuchen unter 5° C, wie 
auch hiermit wieder bestatigt, noch nie ein Sphaerotilus-Wachstum erhalten werden 
konnte. Solchen Feststellungen liegen nur Freilandbeobachtungen zugrunde, die 
bei der Bewertung gewissen Einschrankungen unterliegen miissen. Dies gilt auch fiir 
die Gegeniiberstellung der anderen hier gefundenen Resultate mit denen aus der 
Literatur, da bei diesen der Bakterienzuwachs nur geschitzt, aber nicht gravimetrisch 
bestimmt worden ist. Weitgehend ahnliche Temperaturgrenzen gaben LinDE (1913) 
mit 0—40° C, ZrKxs (1915) mit 5—29° C und Sroxszs (1954) mit einem Intervall von 
15—40° C an. Die untere fiir das Wachstum gefundene Temperaturgrenze schwankt 
somit nach den vorliegenden Angaben betrachtlich. 


Relativ weit ist im Vergleich zu anderen Bakterien das fiir das Wachs- 
tum giimstige pa-Intervall. In Nahrlésungen mit einem px-Wert unter 
6,0—5,8 war innerhalb der 10tigigen Inkubationszeit in keinem Falle 
eine meBbare Substanzvermehrung zu erhalten, wenn auch zwischen 
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pu 5,8—5,.5 gelegentlich noch ein schwaches Wachstum sichtbar war. 
Das Optimum des Zuwachses lag bei einem py-Wert von 6—7 und 
schwankte bei den einzelnen Stimmen. Wahrend der Stamm £ die gr6Bte 
Substanzvermehrung bei einer Reaktion von px 6,0 zeigte, wurden bei 
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Abb. 3. Temperatur-pq-Abhingigkeit des Wachstums fiir den Stamm C, ausgedriickt in Milligramm 
Trockengewicht. 
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Abb. 4, Temperatur-py-Abhiingigkeit des Wachstums fiir den Stamm Z£, ausgedriickt in Milligramm 
Trockengewicht. 


px 7,0 nur noch 73% des Optimalzuwachses erreicht. Der Kurvenverlauf 
fiir den Stamm C' dagegen liBt ein breiteres Optimum von pg 6—8 er- 
kennen. Gegen alkalische Reaktion war die Toleranz der beiden Stimme 
unterschiedlicher und groBer. Wahrend Stamm Z bei px 8,0 nur 25% des 


Ernahrungsphysiologische Untersuchungen an Sphaerotilus natans. 219 


Optimalzuwachses produzierte und bei héheren pu-Werten keine Ver- 
mehrung mehr erfolgte, war das Wachstum des Stammes C bei dieser 
Reaktion mit 93° noch sehr gut und erbrachte selbst bei px 9,0 noch 
einen Zuwachs von 47% der maximalen Trockenmasse. 


Da8 bei neutraler bis schwach basischer Reaktion besseres Wachstum eintritt 
als bei saurer, fanden auch Hériicu, WuUHRMANN, PrrncsHEerm und Baur. Wah- 
rend aber Baur in Wasser von px 6,4 bis 6,8 nur ein voriibergehendes und in 
solchem mit pa-Werten unter 6,2 tiberhaupt kein Wachstum mehr beobachtete, sah 
WUHRMANN als untere py-Grenze fiir das Sphaerotilus-Wachstum sogar pH7 an. 
In Ubereinstimmung mit den hier gefundenen Werten stehen bis zum gewissen 
Grade die Ergebnisse von Lackry u. WarTTIE sowie von Stoxgs, die fiir das 
Wachstum von Sphaerotilus ein py-Intervall von 5,5—8 bzw. 5,8—10 angeben; da- 
gegen fanden sie ein Temperatur-Optimum von 37° bzw. 30° C. 


Die Festlegung, bei welchen Temperaturen und py-Werten das Sphaero- 
tilus-Wachstum optimal ist, wird dadurch erschwert, daB bei dem gleichen 
Warmegrad bzw. der gleichen Reaktion der Zuwachs tiber mehrere Tage 
nicht gleichmaBig erfolgt, und diese Tatsache diirfte der Grund fiir die 
unterschiedlichen Angaben der verschiedenen Autoren sein. In den eige- 
nen Untersuchungen konnte der Beweis erbracht werden, daB bei héherer 
Temperatur der Zuwachs zunichst sehr rasch erfolgt, dann aber sistiert. 
Bei niederer Temperatur setzt das Wachstum langsamer ein, erreicht aber 
nach langerer Kulturzeit eine groBere Gesamtzuwachsmenge, so da sich 
die in Abb. 3 und 4 dargestellten Kurven ergeben. 


In ahnlicher Weise beeinfluBte auch die Reaktion des Nahrmediums 
die Bakterienentwicklung. Bei pq 7 setzte das Wachstum schneller ein, 
jedoch lieferte bei lingerer Versuchsdauer bei einem Stamm py 6 bessere 
Ergebnisse als bei dem anderen. 

Eine Erschépfung des Substrates an Nahrstoffen kann fiir diese Tat- 
sache nicht verantwortlich gemacht werden. Einmal war die Nihrstoff- 
konzentration der Kulturfliissigkeit so hoch, daB in ihr mindestens die 
3—4fache Menge des gefundenen optimalen Zuwachses hatte wachsen 
kénnen. Zum anderen waren in den Kulturen, die trotz hoherer Tempe- 
ratur nach 10 Tagen geringere Zuwachsmengen lieferten, noch grofere 
Nahrungsreserven vorhanden. Da bei Wiederbeimpfung der Kulturflissig- 
keit in allen diesen Fallen neues Wachstum auftrat, kann angenommen 
werden, daB bei hdherer Temperatur rascher wachstumsschadigende Stoff- 
wechselprodukte gebildet werden, die anscheinend in der Zelle verbleiben. 

Bedeutungsvoll erscheint das unterschiedliche Verhalten der beiden 
Stimme. Die gréBere Toleranz gegen héhere Temperaturen und die Ver- 
schiebung des Temperaturoptimums bei dem Stamm C kann als eine 
Anpassung an die Verhiiltnisse einer langen Kultur im Laboratorium 
aufgefaBt werden. Der Stamm H dagegen hat den Bedingungen der freien 
Natur entsprechend ein niederes Temperaturoptimum. 
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4. Vorversuche zur Untersuchung des Atmungsstoffwechsels. 


a) Der Atmungsquotient im substratfreien Medium und dessen Abnahme 
wihrend der Versuchszeit. 


Die Atmungsintensitiat von Mikroorganismen ist je nach dem angebo- 
tenen Substrat auBerordentlich unterschiedlich. Ausgewaschene und in 
Phosphatpuffer oder aqua dest. suspendierte Bakterien weisen nur eine 
geringe Atmung auf, die immer weiter absinkt. Es muBte also zunachst 
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Abb. 5. Qo, der Leeratmung in Abhangigkeit von der Versuchsdauer (Stamm M o 
Stamm E c——o, Stamm P o....o , Stamm S o—-++-—o, Stamm C o—+—»). 
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die Konstanz der Leeratmung untersucht werden. Dazu wurden die in 
Pufferl6sung oder aqua dest. suspendierten Bakterien 144 Std im Luft- 
strom verarmt. Wie Abb. 5 zeigt, sinkt die Leeratmung bei einer der- 
artigen Vorbehandlung relativ gleichmaBig ab. Um nun fiir die einzelnen 
Messungen einen Kontroll- oder Ausgangswert zu haben, wurde aus 
wiederholten Messungen der O,-Aufnahme wihrend der ersten 90 min der 
Versuche jeweils der Mittelwert gebildet. Dieser, zu 100° angenommen, 


Tabelle 3. Mittelwerte des Qo, der Leeratmung wihrend der ersten 90 min, berechnet je 
mg Trockengewicht (TG) und je mg Stickstoff (N). 


RY Kultur- cohaiin on 
Stamm Bezeich- uchsform Qo, Qo. 4 n 
nung Fs, ade fiir rg Qo, 
| 

PRINGSHEIM ‘ Sphaerotilus 

England C natans 8,28 89,0 + 0,14 32 
PAAR ‘ Cladothria . 

Miihlried 8 dichotoma 12,12 130,5 +0,14 12 
PRIEN P Leptothrix 

Chiemsee ochracea 15,58 167,5 = 0,175 97 
RHEIN Sphaerotilus 

heen | M ee 16,1 173,1 + 0,32 20 
Donav Sphaerotilus 

Ehingen E ata 16,0 | 72a + 0,03 91 
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diente sowohl als BezugsgréBe fiir den weiteren Riickgang der Leer- 
atmung, als auch fiir die durch die zugekippten Substrate veranlafte 
Atmungssteigerung. 

Bei allen verwendeten Stimmen sank die Atmung kontinuierlich 
ab. Eine Einwirkung der Zentrifugiergeschwindigkeit im Bereich von 
7—11- 10° g auf den Qo, wurde nicht beobachtet. Desgleichen konnten 
Unterschiede bei Luft und Sauerstoff als Gasphase nicht festgestellt 
werden. Die Hohe der Atmungsquotienten der Leeratmung ist aber beiden 
untersuchten Stémmen trotz gleicher Vorbehandlung unterschiedlich 
(Tab. 3). Der nach den manometrischen Versuchen bestimmte N-Anteil 
betrug fiir alle Stamme 9,3 % (-+ 0,9%) des Trockengewichtes; somit kann 
der auf N bezogene y Qo, errechnet werden. 


b) Der HinfluB des py-Wertes auf die Atmung. 
_ Auf Grund der Ergebnisse der Kulturversuche fand auch der pg-Wert 
bei den manometrischen Untersuchungen Beriicksichtigung. Wie zu er- 
warten war, wurde nicht nur die O,-Aufnahme im substratfreien Medium, 


o 3 C0 9% 720 750 780 210 YO 270 WW 3 
min 


Abb. 6. Leeratmung in Abhingigkeit vom py-Wert bei Stamm C (pq 4 c—--—o, 
Du 5 o—-—0, px 60.-..0, Da 7 °°, Dw 8 o— —0). 
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Abb. 7. Glucoseatmung in Abhingigkeit vom pg-Wert bei Stamm C (pq 40—*++—o, 
DH 5 o—-—o0, PH G0°'-'o, Du 7 Oo——, pH 8 o— — 9). 
ondern auch die nach Substratzugabe beeinfluBt. Diese pa: Wirkungen 
wurden nur an den Stiimmen C und £ verfolgt. Als typischer Einzel- 
versuch sei fiir den Stamm C die Abnahme der Leeratmung bei verschie- 
denen pxr-Werten dargestellt (Abb. 6). Demnach bewirken nur pq-Werte 
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von 4—5 eine Hemmung, wihrend in dem pq-Intervall 6—8 kein Einfluf 
auf den kontinuierlichen Abfall der Leeratmung festzustellen ist. 

Die Beeinflussung der Atmung nach Glucosezugabe zeigt Abb. 7. px7 
ist offensichtlich der giinstigste py-Wert fiir den Glucoseumsatz. Saure — 
Reaktion verhinderte also nicht erst durch laingere Einwirkung das 
Sphaerotilus-Wachstum, sondern hemmte sogar schon im Kurzversuch 
die Substratumsetzung. 


c) Die Abhéngigkeit der Sauerstoffaufnahme von der Molaritét der 
Pufferlésung. 


Gema8 seinem Vorkommen in den verschiedensten Flie8gewassern 
scheint Sphaerotilus nur an geringe Salzkonzentrationen angepaBt zu sein. 
In Vorversuchen war daher zu priifen, welche Konzentrationen der zur 
Reaktionseinstellung bendtigten Phosphat-Pufferlésungen ohne schadi- 
gende Wirkung auf den Atmungsstoffwechsel ertragen werden. Der fiir 


mum30,/Std/mg 76 —= 
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{ Substrar -Zugabe a 
Abb. 8. Abhangigkeit der Atmung von der Pufferkonzentration —0,4% Linpics Fleischextrakt 
(m/15 o— —o, m/25 o-+++o, m/50 o—+—o, m/100 o—- - —o, m/200 o—: + - —o, aqua dest. o: ©) 


die Versuche gewiinschte pq-Bereich von py 6—6,5 wurde mit verschieden 
molaren Phosphat-Pufferlosungen hergestellt. Wie aus Abb. 8 ersichtlich, 
hemmte eine m/15 (0,93%) Phosphat-Pufferlésung bereits nach wenigen 
Minuten die Atmung, wahrend m/100 (0,14%) und m/200 (0,07%) die 
AtmungsgroBe praktisch nicht beeinfluBten. In den verschiedenen Puffer- 
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konzentrationen aufgeschwemmte Bakteriensuspensionen lieBen bei m/15 
eine starke, bei m /25 (0,56 %) eine schwichere weiBliche Farbe erkennen, 
wahrend in den anderen Fallen einschlieBlich der Kontrolle die Sphaero- 
ilus-Suspensionen einen schwach gelblich-braunlichen Farbton zeigten. 
Der Versuch, durch Auswaschen der schadlichen Puffermengen und 
erneute Suspension im aqua dest. die normale Atmungsintensitat zu 
erreichen, gelang nicht. Der Qo, der betreffenden Suspension wies nach 
wie vor die gleiche Depression auf. Die héheren Salzkonzentrationen 
fiihren demnach zu einer irreversiblen Denaturierung.Entsprechend diesen 
Kurzversuchen wurden auch Wachstumsversuche mit verschiedenen Salz- 
konzentrationen durchgefiihrt, wobei zu 0,5°%igen Fleischextraktlésun- 
gen 0,01, 0,1, 0,2, 0,3, 0,5 und 1% NaCl zugesetzt und mit Sphaerotilus. 
Kulturen geimpft wurden. 

Wahrend bei 0,01 und 0,1%, gegeniiber der normalen Kulturlosung, 
keine Unterschiede festzustellen waren, trat bei 0,2°% NaCl-Zusatz nur 
noch maBiges Wachstum auf. Bei 0,3 NaCl und mehr unterblieb jeg- 
licher Zuwachs. DaB Nahrsalzlo6sungen tiber einer Gesamtkonzentration 
von 0,03% eine hemmende Wirkung auf das Wachstum von Sphaerotilus 
austiben, fiihrten Lackey u. WarTIE an. In diesem Zusammenhange be- 
stimmten sie auch die fiir sein Wachstum notigen Nahrsalzbestandteile 
und fanden Kt, Mg**, Ca**, PO,-—-, SO,-~ und Cl- im Verein mit einer 
N- Quelle z. B. NO,~, wenn Glucose als C-Quelle diente, als unbedingt 
notwendig. In den vorliegenden Untersuchungen wurden fiir Dauer- 
kulturen mit Kohlenhydraten und Aminosauren noch 0,05%ige Nahr- 
salzlésungen ahnlicher Zusammensetzung mit Erfolg angewendet. 

Auf Grund der Ergebnisse der Kurzversuche und der langfristigen 
Kulturversuche mu8 eine Salzkonzentration tiber 0,2°% fiir das Wachs- 
tum von Sphaerotilus als schadigend angesehen werden. 


5. Die Verwertbarkeit verschiedener Kohlenstoff- und 
Stickstoff- Quellen durch Sphaerotilus. 


a) Kulturversuche mit anorganischen N-Quellen. 


Die Frage, welche N-Quellen Sphaerotilus ausnutzen kann, ist noch nicht vollig 
geklart und wird von verschiedenen Autoren widersprechend beantwortet. HOriic 
(1901), der wohl als erster genauere ernahrungsphysiologische Untersuchungen 
anstellte, verwendete nur organische stickstoffreiche Verbindungen erfolgreich 
fiir die Kultur dieser Bakterien. Die Verwertbarkeit von KNO,, NH,Cl, (NH4)250, 
und (NH,),PO, als N-Quellen priifte erst LINDE (1913) und erzielte damit ein 
mehr oder weniger gutes Wachstum von Cladothrix dichotoma, wenn er die leicht 
umsetzbare Glucose als C-Quelle gab. ZrkEs (1915) jedoch bestatigte diese Befunde 
nur fiir Cladothrix dichotoma, konnte aber mit Sphaerotilus natans keinen Zuwachs 
erhalten. Auf ahnliche Arbeiten von TRommsporrF (1918) ae Sack (1925) soll aus 

i rwahnten Griinden nicht naher eingegangen werden. 
iAttnmnerhin weisen diese Arbeiten darauf hin, daB man der Frage tiber die Aus- 
nutzung mineralischen Stickstofts bei Vorhandensein von Kohlenhydraten Beachtung 
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schenkte. Dies ist im Hinblick auf zuckerhaltige Abwasser mit einem nur ge- — 
ringen Gehalt an organischen N-Verbindungen von groBer Bedeutung. Genaue — 
Untersuchungen wurden erst in neuerer Zeit von LACKEY u. WartiE (1940) aus- 
gefiihrt. Sie kamen zu dem Ergebnis, da Nitrat und Ammonium-Verbindungen in 
geeigneten Nahrlésungen den N-Forderungen auch von Sphaerotilus geniigen. Im ~ 
Vergleich mit Fleischextraktlosungen fanden sie aber-ein viel geringeres Wachs- 
tum, wie auch PrinasuEem (1949) bestiatigte. Damit schien die Annahme, daB sich 
Sphaerotilus nur von organischen N-Verbindungen ernahrt, widerlegt. Demgegen- 
iiber hatte jedoch WuHRMANN (1946) angegeben: ,,Zur Deckung des N-Bedarfes 
koénnen nach unseren bisherigen Fest- 
stellungen lediglich Aminosauren (Po- 
3 lypeptide werden hydrolisiert) dienen. 
Die Assimilation anorganischen oder 
Amidstickstoffs scheint nicht méglich 
2 gu sein.“ 1950 bekraftigten WunHR- 
MANN u. KoESTLER erneut diese An- 
sicht mit der Einschrankung, daf 
auch Amide fiir die N-Versorgung des 
Bacteriums in Frage kommen. 


250 
%, 


Um diese widerspruchsvollen 

hows Ergebnisse nachzupriifen, wurde 
alk Westra L in eigenen Versuchen als anorga- 
fovea nische N- Quellen KNO,, NaNO,, 


0 sie i hes 
0 0 6 W Wb iO WO 2 uae NH,Cl und (NH,),SO, verwendet. 


Abb. 9. Atmungssteigerung in Prozent der Kon- Diese Salze wurden in Konzen- 
wale 0% = O-verrauenwabrend min Yr trationen von 001% und 0,001 % 
Glucose (2), Glucose mit Nitrat (3) und die zu der Basal-Nahrlosung gege- 

Leeratmung (Z) (Stamm £). ben. Als C- Quelle diente 1% 
Glucose. In Nitrat-Glucose-Gemischen wurde immer gutes Wachstum 
erzielt, wenn dieses auch hinter dem in Fleischextrakt, Pepton und 
Glucose-Pepton zuriickstand. In Ammonium enthaltenden Nihrlésungen 
dagegen war die Entwicklung sehr gering, waihrend Nitrit jede Ver- 
mehrungstatigkeit verhinderte, wie dies auch Lackry u. WATTIE gezeigt 
hatten. 

Durch die Messung der O,-Aufnahme in Kurzversuchen sollte die Wir- 
kung dieser N-Quellen auf die Zelle bei der Glucoseumsetzung demon- 
striert werden. Verwendet wurden dabei KNO,, NH,Cl und (NH,),SO, in 
einer Endkonzentration von 0,04°% und Glucoselésung in einer solechen 
von 0,25%. Um eine Verschiebung der Reaktion ins Saure durch Auf- 
nahme des Ammoniums zu verhindern, wurde die Nahrlésung gepuffert. 
Wihrend die Kulturversuche mit gleichem Erfolg an allen fiinf Stammen 
durchgefiihrt wurden, erfolgten die Atmungsmessungen nur bei Stamm Z. 
Von allen Kombinationen (Abb. 9) stieg bei Glucose und Nitrat die 
Atmung am stiirksten an, was vermutlich auf die rasch einsetzende 
Kiweifisynthese zuriickgefiihrt werden kann. Bei Verwendung von Glu- 
cose und Ammonium erhéhte sich die Atmung in den ersten 90 min eben- 
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falls, fiel dann aber nach 2 Std wieder ab. Die Kurve fiir reine Glucose- 
lé6sung gibt den Atmungsverlauf wieder, wenn infolge Fehlens einer N- 
Quelle keine EiweifSsynthese méglich ist. 

Fir die Verwertbarkeit des Kohlenhydrates ist somit die gebotene N- 
Quelle von Bedeutung. Wurde im Kulturversuch gefunden, dafs Ammo- 
nium nur einen geringen Zuwachs ermoglichte, so zeigte der manometri- 
sche Befund, da es nicht nur schlecht verwertet wird, sondern sogar 
schddigend auf die Zelle wirkt. Es liegt somit der Gedanke nahe, daB 
ahnlich dem py- Wert und der Nahrsalzkonzentration auch der Ammonium- 
gehalt ein begrenzender Faktor fiir das Massenauftreten von Sphaerotilus 
in Gewassern, die stark mit organischen Stoffen verschmutzt sind, sein 
kann. Sphaerotilus kann zweifellos auch mit mineralischem Stickstoff in 
Form von Nitrat seinen N-Bedarf decken. 


Durch diese Versuche konnten die Angaben WuHRMANNs in Uberein- 
stimmung mit den Untersuchungen von Lackny u. WarTIE nicht be- 
statigt werden. 


b) Kohlenhydrate. 


Die bedeutende Rolle der Kohlenhydrate fiir die Ernahrung von Sphaerotilus 
erkannte als erster LINDE (1913), der mit Glucose, Maltose, Galaktose und Saccha- 
rose ein mehr oder weniger gutes Wachstum erhielt; Polysaccharide dagegen er- 
moglichten keine Entwicklung. Eingehende Untersuchungen itiber die Verwertbar- 
keit verschiedener Koklenhydrate unternahmen erst Lackny u. Warriz (1940), 
sowie StoKEs (1954). Wahrend letzterer auf den bereits genannten Zuckern eine gute 
Sphaerotilus-Entwicklung beobachten konnte, fand er, dab Lactose, Xylose und 
Arabinose schlecht oder gar nicht verwertet werden kénnen. 

In den eigenen Untersuchungen wurden vor allem die in verschiedenen 
Abwassern, wie Zellstoffsulfitablaugen, Molken u. a., auftretenden Zucker- 
arten Arabinose, Xylose, Ribose, Rhamnose, Mannose, Galaktose, Fruc- 
tose, Glucose, Cellobiose, Maltose und Saccharose als Nahrsubstrat ver- 
wendet. Diese Verbindungen wurden, jeweils von 0,2—1% gestuft, dem 
mineralischen Basalmedium zugesetzt, wobei 0,01°% KNO, als N- Quelle 
diente. Das Verhalten der fiinf verwendeten Staémme war in diesen Kultur- 
versuchen gleich oder sehr ahnlich. Wahrend in Cellobiose und Rhamnose 
keine, in Arabinose kaum eine Entwicklung auftrat, ergaben Xylose und 
Ribose einen nur geringen bis maéBigen Zuwachs. Auch mit Fructose und 
Galaktose gediehen die Kulturen in nur bescheidenem Mafse, etwas stiar- 
ker mit Saccharose. Der stiirkste Zuwachs wurde mit Glucose, Mannose 
und Maltose erreicht, wenn er auch nie die Menge aufwies, die in Fleisch- 
extrakt oder Pepton allein oder in Verbindung mit einem der 3 letat- 
genannten Kohlenhydrate erhalten wurde. Morphologische Untersch iede 
zeigten nur die Kulturen mit Xylose. Es unterblieb hier die Ausbildung 
der langen diinnen Faden. Die Scheiden waren, soweit vorhanden, diinn 
und kaum zu sehen. Die normalen Langstaébchen waren zu aufgeblasenen 
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Involutionsformen, mit einer bis mehreren Vacuolen umgebildet, und der 
Zelldurchmesser war fast gleich der Lange. Nur wenige dieser Gebilde 
waren zu kurzen Faden vereinigt. 

Fiir die Abwasserbiologie ist aber nicht allein die Feststellung, ob eine 
C- Quelle iiberhaupt verwertet werden kann, wichtig, sondern vielmehr 
die quantitative Bestimmung der Verwertbarkeit derselben, also die mit 
der Veratmung des betreffenden Substrates verbundene oxydative Assi- 
milation. 


Seit Jahren bemiiht man sich durch sogenannte ,,Pilzmessungen“ der in den 
verschmutzten Fliissen treibenden ,,Abwasserpilze* (Poronré u. WunpscH, 1933, 
GENNERICH u. SrKorA, 1952, DEMOoLL u. LIEBMANN, 1952) einen Uberblick iiber die 
Produktionshéhe von Sphaerotilus zu verschaffen. Diese Methoden brachten jedoch 
noch immer kein befriedigendes Ergebnis. Deshalb wurde am Beispiel der Glucose 
versucht, eine Vorstellung iiber die Stoffbilanz in kohlenhydrathaltigen Nahr- 
lésungen beim Wachstum von Sphaerotilus zu gewinnen. Fiir das Verhaltnis von 
Zuwachs zu verbrauchtem Substrat sind seit PFEFFER (1895) schon die verschieden- 
sten Quotienten mit verschiedener Bezeichnung in der Mikrobiologie verwendet 
worden (Tamrya, 1929, 1932, Ripper, 1952). 

In dieser Arbeit soll der bei der Substratverwertung erzielte Wirkungs- 


grad des Sphaerotilus-Wachstums durch den von PFEFFER gebildeten 
Gebildeter Pilzkérper in g 

Verbrauchtes Substrat in g ’ 
(OK) bezeichnet wird, dargestellt werden. Da jedoch in den vorliegen- 


den Versuchen nur Glucose verwendet wurde, kann dieser Quotient 


Assimilierte Glucose Dj : ll 
Veratmete Glucose ~ ieser Quotient so 


nach KANDLER (1950, 1953) ,,Synthetischer Wirkungsgrad* (SW) genannt 
werden. 

In Kolbenkulturen wurden nach 5, 10 und 15 Tagen die in der Nahr- 
losung befindliche Restglucose, sowie das Trockengewicht und der Stick- 
stoffgehalt der Bakterienmasse bestimmt. Als Nahrlésung dienten jeweils 
50 ml des mit 0,01% KNO, versehenen Nihrsalz-Grundmediums und 
1% Glucosezusatz. Werden nun von der Trockengewichtszunahme der 
Aschegehalt, der im Durchschnitt zu 6°% bestimmt wurde, und die Stick- 
stoffzunahme abgezogen, so verbleibt die Menge an organischer Substanz, 
die nur aus Glucose aufgebaut werden konnte. Unter der Annahme, da8 
die Glucose in Form von Polysacchariden und Protein in der Kérper- 
substanz vorliegt, betragt die verbrauchte Glucose daher gewichtsmibig 
mindestens 10° mehr, da bei der Kondensation je Mol Glucose ein Mol 
Wasser austritt. Aus der Differenz zwischen dem Gesamt-Glucosever- 
brauch aus der Nihrlésung und der errechneten, in die Bakteriensubstanz 
eingebauten Glucose, ergibt sich die veratmete Glucosemenge (Tab. 4). 
Die Substratverwertung ist verhaltnismaiBig ungiinstig, da fiir 1 mg ver- 
atmeter Glucose nur rund 0,2 mg zu kérpereigener Substanz assimiliert 
werden. Dies bestatigt aber die Ergebnisse, daB in diesem Nahrmedium 


Quotienten: der als ,,Okonomischer K oeffizient® 


auch umgeformt werden in: 
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gegentiber Fleischextrakt, Pepton u. a. ein weit weniger tippiges Wachs- 
tum zu erzielen ist. Das Stickstoff-Trockengewichts-Verhiltnis nahm im 
Laufe der Versuchszeit geringfiigig ab. Dies ist auf die kraftigere Scheiden- 
ausbildung bei alteren Kulturen (PRINGSHEMM, 1949) zuriickzufiihren, wie 
in den mikroskopischen Praparaten auch zu beobachten war. 


Tabelle 4. Die zur Berechnung des ,,Synthetischen Wirkungsgrades’ (SW) und des 
Okonomischen Koeffizienten‘ (OK) notigen Versuchsdaten fiir den Stamm E. 
SS eee eee 


iKralee= | Trocken: eee * | se An oy Zahl 
Daue - ucose- gebaute atmete = Dae de 
ee sows Verbrauch y Glucose | Glucose ia Gk % Ver- 

Tage mg mg mg mg suche 
5 7,6 42,0 520 33 34,7 0,21 | 0,18 6,8 10 
10 10,7 56,1 580 10,4 45,7 0,23 | 0,19 5,4 10 
15 11,4 582 614) 11,1 47,1 .\) 0,23 | 0,19 -| “6,4..4 10 


Der prozentuale Stickstoffanteil von 6,8—5,4% liegt niedriger, als bei 
den in organischen Stickstoff enthaltenden Nahrlésungen (Fleisch- 
extrakt) gezogenen Bakterien. Bei diesen betrug er im Durchschnitt 
10,5% (+1,0%). Den erhdhten Stickstoffanteil mit im Mittel 9,3% 
(-- 0,9%) lieferten auch die Bakterienmengen, welche fiir die WarBuRG- 
Versuche in Fleischextraktlosungen herangezogen, erst nach den mano- 
metrischen Untersuchungen analysiert wurden. Damit ergibt sich, daB 
der héhere N-Gehalt der Bakteriensubstanz nicht auf ein ungentigendes 
Auswaschen der Nahrlésung zuriickgefiihrt werden kann, da letzteren 
Bestimmungen neben einem wiederholten Medienwechsel in den meisten 
Fallen noch eine Stickstoffverarmung vorausging; diese macht auch die 
geringe Differenz der Durchschnittswerte erklarbar. 

Parallel zu den Kulturversuchen wurde auch die Atmungstiatigkeit der 
Zellen als Kontrolle fiir die Verwertbarkeit der verschiedenen Zucker 
herangezogen. Hin Versuch sollte zeigen, ob die GroBe des Qo, von der 
Konzentration des Kohlenhydrates bestimmt wird. Diese Abhangigkeit 
wurde mit Glucoselésungen von 1- 10-% mol, 1- 10-? mol und 1- 10~' mol 
untersucht. Dabei ergab sich (Abb. 10), daB das Ansteigen der Atmungs- 
intensitaét in allen Fallen gleich schnell erfolgte und bei den einzelnen 
Konzentrationen die gleiche Atmungssteigerung erreicht wurde. Nach 
Verbrauch des Substrates fallt die Atmung — innerhalb einiger Minuten 
— gehr rasch ab und nihert sich asymptotisch der Leeratmung. Daraus 
geht hervor, da die Glucose bis zu sehr geringen Konzentrationen (vgl. 
H6unt, 1955) herab mit gleicher Geschwindigkeit umgesetzt wird. 

Fiir die Bestimmung der Atmungsgré8e wurden die anderen Kohien- 
hydrate in einer Endkonzentration von 1- 10-2 mol angewandt. Die unter- 
schiedliche Oxydierbarkeit der Hexosen — Glucose, Mannose, Galaktose 
und Fructose — ist aus Abb. 11 zu ersehen. Gleiche Atmungsintensitat 
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erzeugten Glucose und Mannose, welch letztere sich stereochemisch gegen- — 
iiber Glucose nur am zweiten C-Atom unterscheidet. Nur beschrankt ver- 
wertet wurde von Sphaerotilus dagegen Galaktose. Die anfangliche 
Atmungssteigerung ging wahrend des Versuchs zusehends zuriick, ohne 
da dafiir eine Substratersch6pfung verantwortlich zu machen war. Die 
von SroKss mit Galaktose gefundene Atmungssteigerung konnte nicht 
bestiitigt werden. Als schlecht ausnutzbare Energiequelle erwies sich 
Fructose. Der mit diesen C-Quellen in den Kulturversuchen erhaltene 
Zuwachs zeigte ungefahr das gleiche Mengenverhaltnis, wie es durch die 
Kurvenbilder der Atmungssteigerung zum Ausdruck kommt. 
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Abb. 10. Abhingigkeit der Atmung von der 

Glucosekonzentration in Prozent der Kontrolle 

TLOS> mol'(7)< 1) 10-* mor (2), tf 10>"), 
LT Leeratmung (Stamm £). 
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Abb. 11. Atmungssteigerung in Prozent der 

Kontrolle bei Galaktose (7), Fructose (2), 

Mannose (3), Glucose (4) und die Leeratmung (ZL) 
(Stamm £, 1-10-? mol Lésungen). 


Wie bekannt ist, werden die Substrate nicht alle quantitativ zu CO, 
und H,O oxydiert, sondern es wird immer ein gewisser Anteil in die 
Korpersubstanz des Organismus eingebaut, d.h. oxydativ assimiliert. 
Nachdem bereits eine Stoffbilanz fiir das Gesamtwachstum aufgestellt 
worden war, sollte nun auch der Wirkungsgrad fiir diese oxydative Assi- 
milation am Beispiel Glucose bestimmt werden. 


Bei vollstiindiger Veratmung von 1 mg Glucose mii®ten nach der Gleichung: 

C,H,,0, 6 Os 6H,O  6CO, 

180g + 192g 108g * 264g 
750 mm* Sauerstoff verbraucht bzw. genau soviel CO, entbunden werden. In 5 Ver- 
suchsreihen mit je 4 Parallelproben wurde nach der tiblichen Verarmungszeit von 
90 min Glucose zu der Bakteriensuspension zugegeben und in Verbindung mit der 
O,-Aufnahme, vor Beginn und nach Versuchsende die Glucose in der Lésung be- 
stimmt. Aus der Differenz zwischen dem Anfangs- und Endwert konnte so der 
Gesamt-Glucoseverbrauch berechnet werden. Die O,-Aufnahme ergab unter Beriick- 
sichtigung des RQ die gesamte CO,-Produktion. Somit konnte ohne weiteres auch die 
veratmete und die oxydativ assimilierte Substratmenge erhalten werden. Die Be- 
stimmung der Bakterientrockensubstanz vor und nach dem Versuch diente dabei 
als Kontrolle, wobei aus friiher bereits dargelegten Griinden die zu erwartende 
Trockengewichtszunahme geringer sein muBte, als die aufgenommene Substratmenge. 
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Bei den manometrischen Untersuchungen konnte beobachtet werden, 
daB je mg aus der Lésung verschwundener Glucose 343 mm? O, ver- 
braucht wurden. Dem RQ zufolge wurden dabei 394 mm# CO, produziert, 
was einer Glucosemenge von 0,525 mg gleichkiime. Es mu also auf dem 
Weg der oxydativen Assimilation eine entsprechende Glucosemenge in 
die Zellen aufgenommen worden sein. Betrachtet man den Glucose- 
umsatz fiir 4 Std (Tab. 5), so ergibt sich ein SW von 0,9. Er liegt er- 
heblich héher als der, der fiir das Gesamtwachstum wahrend eines lange- 
ren Zeitabschnittes angegeben ist (vgl. Tab. 4). Dies erklart sich daraus, 
dai bei den manometrischen Messungen in den Kurzversuchen kein 
Stickstoff in der Lésung vorhanden war und so auch keine nennenswerte 


Tabelle 5. Die zur Berechnung des SW aus den Warsura-Versuchen notwendigen 
Versuchsdaten fiir den Stamm E auf Glucose (Gasphase O,). 


eaclens Glucose- Ver- | Hin- | we 

; ATG Ver- -| atmete |gebaute| « . 38 

ie atmete |g , 3 

Bewacht brauch | Gincoss (Glucose! | Oz | RQ a8 

mg mg mg mm* mm* NE 

8,5 1,12 2,681 920 | 1058 | 1,410 | 1,271 | 0,9 |0,42)1,15) 20 
+1,3 +0,3 |+0,105} +40 | | | | 


EiweiBsynthese erfolgen konnte. Die Glucose diirfte dabei wohl zum 
groBen Teil zu Polysacchariden aufgebaut werden. Vermutlich entstehen 
aber auch starker hydrierte Verbindungen (Fette), wie der hohere RQ, 
der zu 1,12—1,19 bestimmt wurde, anzeigt. 

Bei der Bestimmung der Restglucose zeigte sich eine Abhangigkeit der 
Glucoseaufnahme vom COQ,-Gehalt der Gasphase. In einem Teil der 
Warpurea-VersuchsgefaBe, in denen sich NaOH zur Absorption des 
produzierten CO, befand, wurde durch Kinleiten von Sauerstoff fir eine 
optimale O,-Versorgung waihrend des Versuches und fiir eine vollkommen 
CO,-freie Gasphase Sorge getragen. Fiir diese Versuchsbedingungen gel- 
ten die in Tab. 5 aufgefiihrten Werte. 

In einem anderen Teil der Atmungstrége wurde die Zugabe der CO,- 
absorbierenden NaOH unterlassen, so da bei langerer Versuchsdauer 
mit der Glucoseumsetzung der CO,-Partialdruck langsam anstieg. In 
diesem Falle wurden rund 11,5% weniger Glucose aus der Lésung auf- 
genommen. Wurde aber gleich von Beginn des Versuches an nicht nur die 
Zugabe des CO,-Absorbens unterlassen, sondern der CO,-Partialdruck 
durch Einleiten von Carbogen (5°% CO, + 95% O,) stark erhdht, so be- 
trug die Glucoseaufnahme sogar um 80% weniger. 

Man kann annehmen, daB das CO, die Atmung hemmt und dadurch 
eine geringere Glucoseaufnahme verursacht. Es ist aber auch méglich, 
daB8 mit Hilfe der Glucoseenergie eine Reassimilation des CO, statt- 
findet, was nur mit radioaktivem “C tiberpriift werden kénnte. Bei 
summenmaBiger Betrachtung ergibt sich in beiden Fallen das gleiche 
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Ergebnis. Dies hat gewisse Folgen fir die RQ-Bestimmung. So setzt die 
2 GefaiB-Methode voraus, daB sowohl in dem GefaB mit Lauge, als auch ~ 
in dem ohne Lauge gleicher Substratumsatz und gleiche Stoffwechsel- 
vorgiinge erfolgen. Da dies aber nicht der Fall ist, scheint die RQ-Bestim- 
mung in Frage gestellt. Ahnliche Beobachtungen machte auch KANDLER 
(1954) bei der oxydativen Glucose-Assimilation an Chlorella pyrenordosa. 
Da Disaccharide, wenn auch in unterschiedlichem Ausmaf zu Sphae- 
rotilus-Substanz assimiliert werden kénnen, zeigten fiir Saccharose und 
Maltose die Kulturversuche von LinpE, LackEY u. WATTIE sowie von 
Sroxxs. In eigenen Kulturversuchen konnte mit Maltose gutes Wachstum 
erzielt werden, wahrend mit Saccha- 
rose geringe Entwicklung auftrat. 
Mit Cellobiose war keinerlei Ver- 
mehrung der Bakterien zu beob- 
/3 achten. Bei den Atmungsmessungen 
erwies sich von den gepriiften Disac- 
chariden Maltose als das giinstigste 
Substrat (Abb. 12). Dagegen fiihrte 
Saccharose, entgegen den Befunden 
Mh von STOKES, nur zu einer geringen 
min Atmungssteigerung. Nach den Er- 

Abb. 12. Atmungssteigerung in Prozent der fahrungen mit den Hexosen war die- 
era a tastastame Gp Ses Ergebnis nicht tiberraschend, da 
1+ 10-® mol Lésungen). Maltose nur die gut verwertbare Glu- 

cose enthalt, Saccharose aber zur 

Halfte aus Fructose besteht. Die Veratmung von Maltose und Saccha- 
rose ergab das erwartete Verhiiltnis zwischen CO,-Produktion und O,- 
Aufnahme. Der RQ betrug fiir erstere 1,03—1,07, fiir letztere 0,96—0,99. 
Die Unverwertbarkeit der Cellobiose, die ja ebenfalls aus 2 Glucosemole- 
kiilen aufgebaut ist, hatte sich schon im Kulturversuch gezeigt. Bei den 
manometrischen Messungen veranlaBte sie nicht einmal kurzfristig einen 
Atmun gsanstieg. Sphaerotilus ist offenbar nicht in der Lage, B-glucosidische 
Bindungen aufzuspalten. Fiir die Abbaugeschwindigkeit von Disacchariden 
ist somit neben der Umsatzgeschwindigkeit der sie zusammensetzenden 
Monosaccharide offenbar auch die glucosidische Bindung mafgebend. 
Da das Massenauftreten dieses Bacteriums gerade fiir Zellstoffabwisser 
als ein Charakteristicum angesehen wird, wurden auch die in diesen auf- 
tretenden Pentosen gepriift. In den Kulturversuchen gab Xylose und 
Ribose nur ein geringes Wachstum, das in Arabinose noch schlechter war 
und in Rhamnose! véllig unterblieb. Entsprechend gaben auch nur die 


“U0 


1 Diese Methylpentose konnte durch eigene papierchromatographische Unter- 


suchungen zum ersten Mal in gréBeren Mengen in Fichten- und Buchensulfit- 
Ablaugen nachgewiesen werden. 
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beiden ersten Pentosen eine geringe Erhéhung der Atmungsintensitat. 
Gegeniiber Glucose erreichte die Geschwindigkeit der O,-Aufnahme nur 
rund '/, bis1/,. Arabinose fiihrte kaum zu einer Atmungssteigerung und 
Rhamnose schadigte die Zelle, so daB die Atmung absank (Abb. 13). 
Infolge des geringen Zuwachses auf pentosenhaltigen Nahrbéden, konnte 
weder fiir Xylose, noch fiir Ribose der ,,Okonomische Koeffizient’ im 
Kulturversuch bestimmt werden. Daher wurde in Kurzversuchen iiber 
4 Std durch die Bestimmung des Gesamtsubstrat-Verbrauches und der 
O,-Aufnahme der ,,Synthetische Wirkungsgrad“ fiir Xylose ermittelt. Ent- 
sprechend der nur geringen Atmungsintensitat der Zellen war der Ver- 
brauch an Xylose in der Zeiteinheit 
gegentiber dem an Glucose erheblich 7% 
niedriger, trotzdem in den 3 Ver- ” 
suchsreihen mit je 4 Parallelen durch- 
schnittlich eine dichtere Bakterien- “4; 
suspension verwendet wurde (Tab. 6). 
Wurden je mg Bakterientrocken- 
masse in 4 Std 375y Glucose umge- 
setzt, so betrug fiir die entsprechende 
Bakterienmenge die umgesetzte Xy- 
losemenge durchschnittlich nur 129 y re 
in der gleichen Zeit. Mit Hilfe des RQ, Abb. 13. Atmungssteigerung in Prozent der 
der zwischen 0,93—0,99 lag, kann  Kontrolle bei Rhamnose (1), Arabinose (2), 
aus der O,-Aufnahme tiber die pro; sre Oe ee ee nane Mr et 
duzierte CO,-Menge die veratmete 1 - 10-® mol Lésungen). 
Xylosemenge erschlossen werden. 

Dabei ergab sich, daB je mg veratmeter Xylose 0,57 mg zu korpereigener 
Substanz assimiliert wurden. Die Substratausnutzung liegt somit merk- 
lich ungiinstiger als im Kurzversuch mit Glucose. 


Lie sales 
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Tabelle 6. Die zur Berechnung des SW aus den WarBurc-Versuchen notwendigen 
Versuchsdaten fiir den Stamm E auf Xylose (Gasphase O.). 


Xylose- -Ap- |. COs" | Ver- | Ein- | H a 

Trocken- ATG Ver- wee Produk-| atmete |gebaute| ¢ iK S 3 

a ken sing tion Xylose | Xylose sw | O RQ a3 

mg mg mg mm* | mm? mg mg |! Ne 

9,25 0,37 | 1,82 | 657 | 631 | 0,84 | 0,48 | 0,57 | 0,28 0,96 12 
+1,2 +0,08 | +0,9 +53 


Unter der Annahme, da8B sich wahrend des Gesamtwachstums tiber 
einen lingeren Zeitabschnitt der SW auf Xylose im Vergleich zu dem 
im Kurzversuch erhaltenen ebenso erniedrigt, wie bei der Verwertung 
von Glucose, ergibe sich ein OK fiir das Wachstum auf Xylose von 


rund 0,12. 
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c) Alkohole. 


Die Verwertbarkeit des Glycerins als C- Quelle fiir zahlreiche Bakterien ist be- 
kannt und Linpx (1913) verwendete es ebenso wie SToKEs (1954) mit gutem Erfolg, 
wahrend Lackey u. WaATTIE (1940) auf glycerinhaltigen Nahrbéden nur eine maBige 
Sphaerotilus-Entwicklung erhielten. Ob Methanol und Athanol, die gelegentlich in 
geringen Mengen aus alkoholerzeugenden Betrieben in den Vorfluter gelangen, fiir 
Sphaerotilus als Energie- und C- Quelle nutzbar sind, war nicht bekannt. Erst nach 
Abschlu8 dieser Untersuchungen erschien die Arbeit von StoKss, nach der Butanol 
und Athanol gut, Propanol und Methanol nur schlecht verwertet werden kénnen. 


In den eigenen Versuchen wurde sowohl der Zuwachs als auch die 
Atmung von Sphaerotilus bei Gaben verschiedener Konzentrationen von 
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Abb. 14. Atmungssteigerung in Prozent der 
Kontrolle bei Glycerin (1), Methanol (2), 
Athanol (3) und die Leeratmung (LZ) 
(Stamm EH, 1-107? mol Lésungen). 


Glycerin, Athanol und Methanol ge- 
prift. Glycerin wurde gut verwertet 
(Abb. 14) und bewirkte auch in den 
Kulturversuchen gutes Wachstum. 
Athanol und Methanol, auf denen 
Stokes Wachstum _ beobachtete, 
wurden dagegen nicht weiter oxy- 
diert und erwiesen sich auch im 
Wachstumsversuch als ungeeignet. 


d) Organische Stéiuren und deren Salze. 

Uber die Bedeutung organischer Sauren 
als Nahrstoffe fiir Sphaerotilus liegen keine 
naiheren Angaben vor. Es schien aber 
wichtig, eine Reihe organischer Sauren, 


die in den verschiedenen Abwiassern z. B. von Molkereien, Zellstoff- und Zucker- 
fabriken, auftreten oder als Zwischenprodukte des Atmungsstoffwechsels bekannt 
sind, auf ihre Verwertbarkeit durch Sphaerotilus zu untersuchen. Als Einziger hatte 
vor Beginn dieser Versuche WuHRMANN (1946) auf die Méglichkeit einer leichten 
Assimilation der Salze niederer Fettsiuren (Butyrat) durch Sphaerotilus und auf 
ihre wachstumsférdernde Wirkung fiir denselben hingewiesen. Nach AbschluB meiner 
Untersuchungen machte Srokss (1954) Angaben iiber den EinfluB von Bernstein-, 
Fumar-, Butter-, Milch-, Brenztrauben- und Apfelsiure bzw. deren Salze auf das 
Wachstum und den Atmungsstoffwechsel von Sphaerotilus. 


Fiir die eigenen Kulturversuche wurden die zu pritfenden organischen 
Saéuren neutralisiert und in 1- 10-? mol Lésung mit 0,02°% Pepton und 


a e0 


0,01% KNO, als N- Quelle dem Basal-Nahrsalzmedium zugesetzt. Der 
pu-Wert der Lésung lag zwischen py 6—7. In Kontrollversuchen war 
festgestellt worden, daB allein mit der nur als Wachstumsstimulanz ge- 
dachten geringen Peptonmenge in den Standkulturen kein Wachstum 
erzielt werden konnte, so da} der Zuwachs nur auf die Verwertbarkeit des 
in den organischen Siuren enthaltenen Kohlenstoffs zuriickzufiihren war. 
Zu verhiltnismaBig gutem Wachstum fiihrte bei allen Stiimmen Lactat, 
Acetat und Malat, schlechter war es mit Fumarat, Succinat und Pyruvat 
und noch geringer mit Tartrat, Oxalat, Formiat, waihrend es mit Pro- 
pionat, Citrat und Glucuronat vollstindig unterblieb. 
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Bei den manometrischen Untersuchungen wurden die Sauren oder 
deren Salze entsprechend den Kulturversuchen in 1- 10-2 mol Losungen 
angewendet. In den meisten Fallen wurde auch die Abhangigkeit der 
Atmungssteigerung und deren Dauer von der Substratkonzentration 
untersucht. Die Bakteriensuspensionen waren dazu entweder in 1/100mol 
Phosphat-Pufferlésung oder in aqua dest. aufgeschwemmt, und vor und 
nach dem Versuch wurde der py-Wert des Mediums (px 6—7) kontrolliert. 
Stickstoffgaben wurden auch bei diesen Versuchsreihen vermieden. 


Am haufigsten und mit mengenmaBig gréBten Anteilen fallen in Abwassern 
Milch- und Essigsaure an, erstere in Molkereiabwassern bis zu 4g/I (vgl. StERP, 1953), 
letztere in Zellstoffsulfit-Ablaugen (vgl. HAGGLUND, 1938, MarPrnERo, 1942) und in 
den bei ihrer Eindampfung anfallenden Briihenkondensaten, hier bis zu 7 g/l (vgl. 
SCHEURING u. HOHNL, 1955). 


Hatten die Kulturversuche gezeigt, da das C-Geriist dieser Sauren 
von Sphaerotilus zam Aufbau kérpereigener Substanz verwertet wird, so 
uberraschte bei den manometrischen Messungen die hohe Geschwindig- 
keit, mit welcher ihr oxydativer Abbau erfolgt. 

In einer Konzentration von 1- 10-? mol fiihrte Milchsiéure zu einer 
kraftigen Steigerung des Atmungsstoffwechsels, so daB8 die Atmungs- 
intensitat innerhalb 30 min auf rund 520% (Abb. 15) anstieg. Mit Substrat- 
erschopfung lie8 die Atmung jedoch rasch nach, wie durch den steilen 
Kurvenabfall angezeigt wird. Wahrend bei einer Konzentration von 
1- 10-* mol das Substrat schon vor Erreichen dieser Atmungshohe er- 
schépft war, hemmte eine 1- 10-+ mol-Losung die Atmung bereits. Eine 
ahnlich hohe Geschwindigkeit der O,-Aufnahme erfolgte nach Zugabe 
von Essigsiure, besonders wenn sie in 1- 10-? mol-Losung als Na-Acetat 
verwendet wurde (Abb. 16). Die hohe Atmungsgeschwindigkeit blieb 
solange erhalten, bis das Substrat praktisch verbraucht war und fiel 
dann rasch ab. Eine Konzentrationserhéhung auf 1- 10-1 mol hatte eine 
sofortige Atmungshemmung zur Folge. 

Nach eigenen Beobachtungen fiihrten diese Sauren auch in Vorflutern, 
deren Wasser durch groBe Carbonatharte geniigend gepuffert ist, zu 
einem rasch einsetzenden, relativ iippigen Sphaerotilus-Wachstum. 

Die als Zwischenprodukt aus dem Atmungsstoffwechsel bekannte Brenz- 
traubensaure erhohte, in 1- 10-2 mol-Lésung, die Atmung ebenfalls stark 
(Abb. 16), obwohl sie im Kulturversuch nur ein bescheidenes Wachs- 
tum verursachte. Die Bestimmung der Brenztraubensiure bei Versuchs- 
ende ergab aber, da8 das Substrat in dem verwendeten Konzentrations- 
bereich bei Abfall der Atmungsintensitat noch nicht restlos aufgebraucht 
war. Es trat anscheinend im Laufe der Zeit eine Hemmung der Brenz- 
traubensaure-Umsetzung ein. Die gutes Wachstum bewirkende Apfel- 
sdure fordert die Atmung in 1- 10-* mol-Lésung optimal (Abb. 17). Auf- 
fallend war bei Bernsteinsaure, daB die Geschwindigkeit ihrer Umsetzung 
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wesentlich von der gebotenen Substratmenge abhing. Die verschiedenen 
Konzentrationen steigerten die O,-Aufnahme nur bis zu einem jeweils 
bestimmten Maximalwert, der dann gewisse 
Zeit aufrecht erhalten blieb (Abb. 18). Eine 
hemmende Konzentration wurde nicht erreicht. 


0 3 60 9 120 T0 
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Abb. 15. Atmungssteigerung 
in Prozent der Kontrolle bei 
Milchsiiure 1-10-* mol (1), 
1-10-* mol (2), 1-107 mol(3) 
und die Leeratmung (1) 
(Stamm /). 
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Abb, 16. Atmungssteigerung in Pro- 
zent der Kontrolle bei Essigsiiure 
1-10-* mol (1), 1: 107-* mol (2), 
1-107! mol (4) und Brenztrauben- 
siiure 1 -10-* mol (3) und die Leer- 
atmung (L) (Stamm £). 
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Abb. 17. Atmungssteigerung 
in Prozent der Kontrolle bei 
Apfelsiiture 5-10-72 mol (1), 
1-10-* mol (2), 5-10-* mol (3) 
und die Leeratmung (Z) 
(Stamm £). 


Um einen Hinweis auf die bei der Verwertung dieser Nahrsubstrate 
anfallenden Gasmengen zu geben — ausgeschiedenes CO, und aufgenom- 


mener O, — sind in Tab. 7 die gemessenen und die theoretisch errechneten 
RQ-Werte zusammengestellt. 
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Abb.18. Atmungssteigerung in Prozent der Kontrolle 
bei Bernsteinsiure 5:10-* mol (1), 1-10~* mol (2), 
5-10-2 mol (3) und die Leeratmung (Z) (Stamm £). 


750 


100K 


GD 3 CO 9 120 100 


Abb.20. Atmungssteigerungin Prozentder K ontrolle 
bei Citronensiiure 1-10-1 mol (1), 1:10-* mol (2), 
1-10-? mol (3) und die Leeratmung (Z) (Stamm E). 


Abb. 19. Atmungssteigerung in Prozent der 

Kontrolle bei Propionsiure 1-10-? mol (J), 

1-:10-* mol (2), Glucuronsiure 1 -10-* mol (3), 

1-10-* mol (4) und die Leeratmung (LD) 
(Stamm £). 
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Abb. 21. Atmungssteigerung in Prozent der 
Kontrolle bei 1:10-* mol Lésungen von 
Ameisensiure (1), Weinsiure (2), Oxalsiure(3), 
Fumarsiure (4), Malonsiiure (5) und die 
Leeratmung (Z) (Stamm £). 
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Wie bereits auf Grund der Kulturversuche zu erwarten war, fihrten 
Propionat, Citrat und Glucuronat in 1- 10-? mol-Lésung auch im Kurz- 
versuch zu keiner Atmungssteigerung. Propionsaure forderte erst in einer 
Konzentration von 1- 10-° mol die Atmung, allerdings in viel geringerem 
Umfange als die zuerst angefiihrten Siuren. Sie kann also nur in be- 
schriinktem Umfange, in sehr verdiinnten Lésungen, fiir die Ernahrung 
von Sphaerotilus von Bedeutung sein. Vollig wirkungslos erwies sich die 


Tabelle 7. RQ-Werte verschiedener org. saurer Salze. 


RQ 

Substrat |- ae = 
theoretisch gemessen 

Lactation tee ae te ee aL,@ | 1,20 
Aceta tiie ae gt aeag | 1,0 1,04 
Pyruvate ee ee es bee 1,35 
Suceinath acu see ate 1,42 1,06 
Malate. Shen el 33 1,05 


Zugabe von Glucuronsiure, die weder in 1- 10~?mol noch in 1- 10-3 mol- 
Lésung die Atmung beeinfluBte (Abb. 19). Citronensiure kann offenbar 
ebenfalls nicht als C- und Energiequelle dienen, wenn auch eine neutrale 
1- 10-? mol-Lésung eine kurzfristige Atmungserhéhung erméglichte. Diese 
nahm aber rasch wieder ab, ohne daB ein Substratverbrauch dafiir verant- 
wortlich gemacht werden kénnte (Abb. 20). Citrat wirkt offenbar auf 
dieses Bacterium schidigend. Malonsaiure, die sonst in der Regel die 
Atmung hemmt, verursachte bei Sphaerotilus in 1- 10-* mol-Lésung eine 
stete Zunahme der Atmungsintensitiét. Der RQ-Wert wurde dabei mit 
1,52 gegeniiber dem theoretischen Wert von 1,50 bestimmt (Abb. 21). 
Fumarat, Tartrat, Formiat und Oxalat wurden fiir die manometrischen 
Messungen nur in der gleichen Konzentration wie in den Kulturversuchen 
angewendet. In allen Fiillen konnte eine mehr oder weniger starke At- 
mungssteigerung beobachtet werden (Abb. 21). 


e) Aminosduren. 


Fir die saprophytische Ernihrungsweise der Fadenbakterien spielen organische 
Stickstoff enthaltende Verbindungen eine bedeutende Rolle. Die Bedeutung der 
Aminosauren ist dabei aber nach wie vor noch ungeklart. Frithere Autoren (LinpE, 
Zikus) vermuteten bereits eine Verwertbarkeit der Aminosiuren und bestatigten dies 
durch einzelne Kulturversuche mit Asparagin und Asparaginsiure. Die vornehmlich 
als N- Quelle gegebenen Aminosiuren wurden ungefahr in einer Konzentration von 
0,1—0,2% (ZiKHs, 1915) verwendet. Lackry u. WATTIE (1940) erhielten gutes Wachs- 
tum in Nahrlésungen mit jeweils 0,01% Asparagin und Alanin, waihrend bei gleichen 
Gaben von Glutaminsiure, Tyrosin, Cystin und Leucin dieses nur schwach war. 
Sroxss (1954) dagegen fand in Glucose-Nahrsalzlésungen mit 0,1% Leucin, Prolin 
und Tyrosin das beste Wachstum, gut war es mit Asparagin, Alanin, Glutaminsiure, 
Cystin, Tryptophan, Asparaginsiure und Arginin, wahrend Glykokoll, Serin, Lysin, 
Methionin, Isoleucin, Threonin, Valin, Histidin und Phenylalanin keine oder kaum 


Ernahrungsphysiologische Untersuchungen an Sphaerotilus natans. 237 


eine Entwicklung unterhielten. Die Unterschiede seiner Ergebnisse gegentiber denen 
von Lackry u. Wartie fiihrt Sroxms auf Unterschiede im physiologischen Ver- 
halten der verwendeten Stamme zuriick. WUHRMANN (1949) jedoch vertritt die 
Meinung, da8 fiir die Entwicklung von Sphaerotilus Aminosiuren zwar notig, ja 
unentbehrlich sind, doch diirften sie eine Konzentration von 0,00002—0,00005% 
nicht tiberschreiten. Er erhielt namlich in starker konzentrierten Lésungen von 
Cystin, Methionin und Tryptophan eine Wachstumshemmung. Bestimmungen des 
Gesamt-Aminosiaure-Stickstoffs im stadtischen Rohabwasser, aus denen er einen 
Gesamt-Aminosaure-Gehalt von 0,0003—0,0005% erschloB, veranlaBten ihn an- 
zunehmen, dafi einzelne Aminosaiuren immer in groBeren Anteilen als 0,00005% 
vorhanden seien, und daB darauf das Nichtauftreten einer Sphaerotilus-Massen- 
entwicklung in derartigen Abwassern zuriickzufiihren sei. Diese Ansichten wurden 
von LIEBMANN (1951, 1953) ohne eigene Untersuchungen iibernommen. 


Zur Nachpriifung dieser Behauptung wurden zu 0,2°% Linpia-Fleisch- 
extraktlosungen stirkere Konzentrationen von Cystin, Tyrosin, Threonin, 
Methionin, Tryptophan und Leucin gegeben, so daB deren Endkonzen- 
tration in den Standkulturen, soweit es die Léslichkeit gestattete, 0,01% 
betrug. Die Lésungen wurden auf py 6—6,2 eingestellt. Die Versuchs- 
dauer betrug 25 Tage. Bei allen Stiéimmen trat, wenn auch mit verschiede- 
ner Schnelligkeit, gutes Wachstum auf. Im allgemeinen entwickelten sich 
die Kulturen nach 48 Std und bildeten einen langfadigen, watteahnlich- 
flockigen Bewuchs. Kine Verzégerung des Wachstums bewirkte nur Cystin 
und Tyrosin. In beiden Fallen trat erst nach 96 Std ein sichtbarer Zu- 
wachs auf. Diese Aminosiuren veranlaBten ebenso wie Leucin und 
Threonin die Bildung kleinerer, flockiger Kolonien. In keinem Falle war 
aber das Wachstum véllig unterbunden, obwohl die von WUHRMANN 
angegebenen Konzentrationen um mehr als das 1000fache tiberschritten 
wurden. 

Wenngleich Cystin und Tyrosin in diesen relativ hohen Konzentratio- 
nen die Sphaerotilus-Entwicklung etwas verzégerten und Leucin und 
Threonin die Wuchsform beeinfluBten, wirkte keine dieser Aminosauren 
direkt wachstumshemmend. Auf Grund dieser Ergebnisse ist eine ent- 
wicklungshemmende Wirkung dieser Aminosduren in sonst gtinstigem 
Nahrsubstrat auf Sphaerotilus unwahrscheinlich. 

In weiteren Versuchen wurden noch andere in Abwassern gefundene 
Aminosauren, Asparagin, Asparaginséure, Glutamin, Glutaminsaéure, 
Alanin, Arginin und ¢-Aminocapronsiure neben Cystin, Methionin, Threo- 
nin und Leucin, die oben bereits genannt wurden, beriicksichtigt. Dabei 
war darauf zu achten, da8 alle diese Aminoverbindungen sowohl als 
Energie- und C- Quelle als auch als N-Lieferanten dienen konnen. 

Als Kohlenstoffquelle wurde in einer Versuchsreihe Glucose in Verbin- 
dung mit der obengenannten Basal-Nahrsalzlosung benutzt. Der px- 
Wert der Nahrmedien lag zwischen py 6—7. Auf den Aminosiuren Arginin, 
Alanin, Asparagin, Asparaginséure, Glutamin, Glutaminséure, Methionin 
und Threonin als N-Quelle, die in Mengen von 0,01% und 0,001% 
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verwendet wurden, wuchsen alle fiinf Stamme von Sphaerotilus gut. Gleiche 
Gaben von Tyrosin, Cystin und Leucin hatten einen schlechten Zuwachs 
zur Folge, und die in den Abwassern von Perlonfabriken auftretende 
e-Aminocapronsaure, die entsprechende Aminosaure des Caprolactams, 
unterhielt tiberhaupt kein Wachstum. 

Die Verwendbarkeit der verschiedenen Aminosiauren als N- Quelle er- 
folgt sehr unterschiedlich, wie Tab. 8 zeigt. Ungleich verhielten sich auch 
die Wuchsformen der Kulturen. Tyrosin, Cystin, Leucin, Threonin, 
Glutaminsaure, Glutamin, Arginin und Alanin veranlaBten die Bildung 
kurzfadiger, kleiner Fadenbiindel, die oft punktformig an der Glaswand 
und am Kolbenboden hafteten. In den anderen Substraten, besonders 
aber bei Asparagin, entwickelten sich durchweg langfadige, watteflocken- 
ahnliche Kolonien. 

Ein iippiges Wachstum veranlaBt nach den Angaben von Banr (1953) 0,3% 
Asparagin und 0,05% Fleischextrakt, wodurch die Wuchsform von Cladothrix 
dichotoma der von Sphaerotilus natans vollkommen ahnlich wird. Die Annahme lag 
nahe, da8B nicht nur der Stickstoff dieser EiweiBabbauprodukte in die EiweiBsubstanz 
des Bacteriums eingebaut wird, sondern ebenfalls der Kohlenstoff verwertet werden 
kann. WUHRMANN (1946) wies darauf hin, daB ,,bei ausschlieBlicher Gabe von 
Aminosiéuren deren Kohlenstoffreste analog den entsprechenden Carbonsiuren ver- 
wendet werden“ kénnen. Die Méglichkeit eines solchen Abbauweges ist anzunehmen, 


wenn auch ein Beweis bei den von WUHRMANN angegebenen Konzentrationen von 
nur 0,00005% sehr schwer sein diirfte. 


Tabelle 8. Wachstumsintensitat der Kolbenkulturen nach 20 Tagen 
(Anzahl der + entspricht Mengenverhialtnis, — ist kein Wachstum). 


am eg N- pate | C- cane 
Alanin oP 1 eae | Hgicat 
Asparagin ++++4 b+++ 
Asparaginsiure . eae ects “pt 
Arginin Abii. | 
Glutamin SEW Ee eee 
Glutaminsiure . ote) | eS 
Methionin rigs 
Threonin . be’ | 
Tyrosin 4 
Leucin . 48 ue 
Cystin. . ig ss 


In anderen Versuchsreihen wurden an Stelle von Glucose jeweils die 


in Tab. 8 angefiihrten Aminosiuren in einer Konzentration von 1: 10-2mol, 
ungefahr 0,1—0,19°%, oder entsprechend der Léslichkeit etwas weniger, 
als C- Quelle gegeben. Da das Nahrmedium sonst gleich gehalten wurde, 
waren noch 0,01% KNO, als zusiitzliche N- Quelle vorhanden. Die Er- 
gebnisse sind in Tab. 8, Spalte II zusammengestellt. 
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Asparagin, Asparaginsiure, Alanin, Glutamin und Glutaminsiure er- 
gaben gutes Wachstum, wiihrend die Zugabe von Arginin nur eine be- 
scheidene Bakterienvermehrung bei allen Sphaerotilus-Stammen ermog- 
lichte. Methionin, Threonin, Tyrosin, Leucin und Cystin ergaben als 
alleinige C- Quelle verwendet keinen Zuwachs. Dabei spielten aber die auf 
Grund der unterschiedlichen Léslichkeit vorhandenen Substratmengen 
keine Rolle, da ja der bei den schwerer léslichen Aminosiiuren vorhandene 
Bodensatz in der Nahrlésung (Tyrosin, Cystin) einen aquivalenten Sub- 
stratnachschub gewihrleistet hitte. Diese Aminosiiuren kénnen also 
von Sphaerotilus offenbar nicht als C- Quelle verwertet werden. Da bei 
dieser Versuchsanordnung bestimmte Aminosauren noch in Konzentra- 
tionen von 0,1—0,19% ein Sphaerotilus-Wachstum erméglichten, findet 
also eine Wachstumshemmung durch die bloBe Anwesenheit selbst stark- 
ster Aminosdurekonzentrationen nicht statt. Eine Entwicklungshemmung 
durch Aminosiuren ware nur dann denkbar, wenn bei Vorhandensein 
bestimmter Aminosauren, die nur als N- Quelle dienen kénnen, eine leicht 
assimilierbare C-Quelle fehlen wiirde, was jedoch in hiuslichen und 
stadtischen Abwassern bestimmt nicht der Fall ist. 

Um die Geschwindigkeit der oxydativen Umsetzung einzelner Amino- 
saduren zu erfassen, wurden wiederum manometrische Atmungsmessungen 
ausgefthrt. In Anlehnung an die Kulturversuche fanden die Aminosiure- 
lésungen in der Regel in einer Konzentration von 1- 10-? mol Verwen- 
dung. Da der Qo, unter anderem aber auch von der Konzentration der 
Atmungssubstrate abhaingig war, wurde die O,-Aufnahme in besonderen 
Fallen auch bei 5- 10-2 mol- und 5- 10-* mol-Loésungen bestimmt. 

Die Umsetzung von Asparaginsiure und Asparagin im Kurzversuch 
ist in Abb. 22 dargestellt; vergleichbar sind jeweils die Kurvenbilder fir 
die 1- 10-2 mol-Lésungen. Asparaginsaéure wurde in allen Konzentratio- 
nen mit gleicher Geschwindigkeit umgesetzt. Der Atmungsabfall erklart 
sich durch den Substratverbrauch, der papierchromatographisch kon- 
trolliert wurde. Asparagin fiihrt ebenfalls zu einer starken Atmungs- 
steigerung, die allerdings hinter der von Asparaginséure zurtickbleibt. 
Vermutlich wird Asparagin zunachst desamidiert, wie das intermediare 
Auftreten von Asparaginsiure, die papierchromatographisch nachge- 
wiesen wurde, zeigt. Es wire denkbar, daf das bei der Desamidierung 
abgespaltene Ammoniak fiir das Zuriickbleiben der Atmungssteigerung 
gegentiber der beim Asparaginsdure-Umsatz verantwortlich ist. Genau 
das gleiche Bild zeigt die Umsetzung von Glutaminsaure und Glutamin ; 
auf die Wiedergabe der Kurven kann daher verzichtet werden. 

Wie beim Umsatz von Glucose und Xylose, wurde auch fiir Asparagin- 
siure und Glutaminsiure der ,,Synthetische Wirkungsgrad“ bestimmt. 
Fiir erstere errechnete sich ein SW von 1,25, fiir letztere ein solcher von 


0,6. Das entspricht auch den Erfahrungen bei den Kulturversuchen, bei 
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Abb. 22. Atmungssteigerung in Prozent der 
Kontrolle bei Asparaginsiiure 5 - 10-* mol (17), 
1-10-? mol (2), 5:10-? mol (3), Asparagin 
1-10-* mol (4) und die Leeratmung (Z) (St. £). 


0 3 C8 90 T20 750 180 20 240 
min 
Abb. 23. Atmungssteigerung in Prozent der 
Kontrolle bei Alanin 5 - 10~ mol (2), 1 + 107 
mol (4), 5-10-* mol (5), Serin 1-107? mol (3), 
Leucin 1-10~-* mol (7) und die Leeratmung (LZ) 
(Stamm £). 


0 0 CW 9% TO 10 TO ZO 0 
min 
Abb, 24. Atmungssteigerung in Prozent der 
Kontrolle bei 1-10-* mol Lésungen von 
Methionin (7), Tyrosin (2), Cystin (3), Argi- 
nin (4) und die Leeratmung (L) 
(Stamm 2). 
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denen Asparaginsiure ein besseres Wachstum als Glutaminsiure ermog- 
lichte. Der RQ betrug bei Asparaginsiure 1,03 und bei Glutaminsiure 
0,92. Bei Asparagin wurde ein RQ von 1,36 gegeniiber dem theoretischen 
Wert von 1,33 und bei Glutamin ein solcher von 1,25 (theoretischer Wert 
1,11) erhalten. 

Alanin fihrt zu einer sehr starken Atmungssteigerung, wie Abb. 23 
zeigt. Der RQ betrug 1,16 gegeniiber dem theoretischen Wert von 1,00. 
Serin gelangte nur in einer Kon- 

3 TIN 
zentration (1: 10-? mol) zur Unter- » 
suchung, da waihrend des Versuches 
kein Absinken des Qo, beobachtet 
werden konnte, welches auf eine 
Substratersch6pfung schlieBen lieB. 
Die papierchromatographische Prii- ,,, 
fung der Lésung nach Versuchsende 
ergab auch, daB die gebotene Serin- 
menge keineswegs verbraucht war. j, 
Der RQ konnte fiir Serin mit 1,19 
(theoretischer Wert 1,2) bestimmt 
werden. Th 

Von den Aminosauren Arginin, 
Methionin, Threonin,Tyrosin, Leucin 
und Cystin, die nicht oder nur be- 
schrankt als C-Quelle verwertet Theses 4 
werden, fiihrte nur Arginin zu einer 
wesentlichen Atmungssteigerung, 50° CS Go Aa 
aber auch hier erfolgte wie bei den min 
tbrigen der Abfall der Atmungs- Abb. 25. Atmungssteigerung in Prozent der 
intensitaét bevor das Substrat ver- Ar pO RAT a ree i ee 
braucht war (Abb. 24). Ahnliche Leeratmung (L) (Stamm £2). 
Kurvenbilder wurden auch bei Zu- 
gabe von Glykokoll erhalten (Abb. 25), welches ebenfalls wieder in ver- 
schiedenen Konzentrationen angewendet wurde. Wie papierchromato- 
graphisch bewiesen wurde, trat eine Substraterschépfung in keinem 


Falle ein. 


J00 


}) Harnstoff, Pepton, Fleischextrakt. 

Der Harnstoff steht mengenmaBig bei der Ausscheidung N-haltiger Substanzen 
durch den Menschen an erster Stelle und macht davon fast 80—90% (vgl. EDLBACHER- 
LevurHarpt, 1952) aus. Die taglich ausgeschiedenen Mengen betragen je nach der 
Ernahrung 20—30 g, und daher ist Harnstoff reichlich in hauslichen und stadti- 
schen Abwassern zu finden. Seine Wirkung auf das Wachstum von Sphaerotilus 
sollte daher ebenfalls untersucht werden. 

In Verbindung mit 0,5% Glucose und dem Grund-Nahrsalzmedium 
erbrachte Harnstoff, in einer Konzentration von 1—0,01% als N- Quelle 

Wie 
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gegeben, einen allgemein maBigen, mit fallender Konzentration abneh- 
menden Zuwachs und bewirkte die Bildung kleiner, punktférmiger an der 
Glaswand haftender Kolonien. Schwimmende langfadige, watteahnliche 
Flocken entstanden dabei nicht. Harnstoff kann also als N- Quelle dienen 
(Lackry u. WATTIE, 1940, Stoxus, 1954), wenn auch der erhaltene Zu- 
wachs schwicher ist, als mit Nitrat als N-Quelle. Durch die Urease- 
wirkung von Bakterien und Pilzen wird Harnstoff in CO, und NH, zer- 
setzt. Da sich dieser ProzeB auch in Klaéranlagen sehr heftig vollzieht, ist 
anzunehmen, da Harnstoff indirekt durch die dauernde Aufrechterhal- 
tung eines hohen Ammoniakgehaltes in derartigen Abwassern eine tippige 
Sphaerotilus-Entwicklung unterbindet. 

In stadtischem Rohabwasser, besonders in Kanalen und Klaranlagen werden 
immer gréBere Mengen von Ammonium gefunden, die auf dem beschriebenen Wege 
entstanden sind. So la8t z. B. der relativ hohe Ammoniumgehalt von 10—40 mg/l 
(0,001—0,004%) des Abwassers der Stadt Miinchen trotz geniigend vorhandener 
Nahrstoffe kein tippiges Sphaerotilus-Wachstum zu, wohl aber die Entwicklung 
einzelner Faden und kleiner Kolonien. Diese konnten auch in Klarbecken und an 
den Wiinden des Kanals immer wieder festgestellt werden. Ein Vergleich der Beob- 
achtungen von Popp u. BAHR (1954), die in einem Vorfluter bei einem NH,*-Gehalt 
von 9 mg/| noch einen dichten Sphaerotilus-Bewuchs fanden, mit eigenen Versuchs- 


ergebnissen und Freiland-Beobachtungen, laBt die Vermutung zu, daf Wachstums- 
hemmung erst bei NH,t-Konzentrationen von 10 mg/l] aufwirts eintritt. 


Daf} organische, N-enthaltende Nihrmedien komplexer Zusammenset- 
zung eine vorziigliche Nahrstoffquelle fiir eine ippige Entwicklung von 
Sphaerotilus darstellen, wurde schon mehrfach erwihnt. So erméglichte 
Pepton in Mengen von 0,1—1% allein und bei einer Konzentration von 
0,02—1% auch in Verbindung mit Glucose, Mannose und Maltose eine 
reichliche Bakterienentwicklung bei allen Stémmen. Dabei bildeten sich 
durchwegs langfaidige, watteihnliche Kolonien, teils in der Flissigkeit 
schwebend, teils an der Glaswand haftend. Die Geschwindigkeit des 
oxydativen Abbaus von Pepton zeigt Abb. 26. Das rasche Absinken der 
O,-Aufnahme (nicht durch Substratverbrauch bedingt) kann durch Zu- 
gabe von Glucose verhindert werden. Im letzteren Fall sind also durch das 
Vorhandensein einer giinstigen, leicht verwertbaren N- Quelle und einer 
nicht minder leicht umsetzbaren C- Quelle Eiweifsynthese und Aufbau- 
vorginge moglich, die selbst im Kurzversuch eine gute Bakterienvermeh- 
rung zur Folge haben. Darauf kann auch die ziemlich gleichbleibende 


Tabelle 9. Die zur Berechnung des OK auf Fleischextrakt nétigen Versuchsdaten fiir 
den Stamm E. 


+0,20 °| +0,13 


Gesamtsubstrat- | Bakterienzuwachs Veratmete | . 
Verbrauch TG Substratmenge OK Zahl der Kulturdauer 
mg | mg | mg | Versuche Tage 
nio- | 1,83 | 3,29 | 0,36 | 6 | 5 
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Atmungsintensitat zuriickgefiihrt werden. Noch hohere Atmungssteige- 
rungen wurden mit Fleischextraktlésungen erzielt (Abb. 27). Der starke 
Abfall der Atmungsintensitaét nach relativ kurzer Zeit beruht offenbar 
auf der Abnahme oxydativ gut 

abbaubarer Substanzen. Um eine de 
Vorstellung tiber die quantitative 
Auswertung dieses komplexen 
Nahrstoffgemisches zu erhalten, 
wurde fir Sphaerotilus nach 
5tagiger Kulturdauer in einer 
0,2%igen Lirias -Fleischex- 
traktlésung der — ,,Okonomische 
Koeffizient’ bestimmt (Tab. 9). 
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i i in Prozent der 
_ 26. Atmungssteigerung in Prozent der Abb. 27. Atmungssteigerung in 
tins bei Ge, Pepton (1), 0,2% Pepton Kontrolle bei Fleischextrakt 0,2 % (1),0,4% (2), 
und 0,25 % Glucose (2) und die Leeratmung (L) 0,6% (3) und die Leeratmung (Z) (Stamm #). 


(Stamm £). 


Dazu wurde die abzentrifugierte und mit aqua dest. gewaschene Bak- 
terienmasse ebenso getrocknet und gewogen wie die restliche Nahrlésung 
und das angefallene Waschwasser. Die Differenz zwischen dem Trocken- 
gewicht der Nahrlésung vor dem Versuch und der Restlosung nach dem 
Versuch ergab dabei das ,,Verbrauchte Substrat“. Es kann also mittels 
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der gravimetrisch bestimmten zugewachsenen Bakterientrockenmasse 
der OK berechnet werden. Zur Kontrolle wurde die Kulturflissigkeit 
samt dem zugewachsenen Bakterienmaterial ebenfalls getrocknet und 
gewogen. Auf diese Weise war es méglich, sogar die veratmete Substrat- 
menge zu bestimmen. Die Differenz ergab in diesem Falle 3,48 mg und 
stimmt mit dem oben errechneten Wert von 3,29 mg gut tiberein. Der 
OK ist also in diesem komplexen Nahrmedium fast doppelt so hoch 
(0,36) als bei Glucose (0,18) nach der gleichen Kulturzeit. Dies lat die 
weitaus bessere Ausnutzung des Substrates erkennen. 

Um die Verwertbarkeit der verschiedenen in dieser Arbeit gepriften 
Substrate im Atmungsstoffwechsel und die Geschwindigkeit ihrer Um- 
setzung besser vergleichen zu kénnen, sind in Tab. 10 zusammenfassend 
die maximalen Qo,-Werte aufgefiihrt. 


Tabelle 10. Die von Stamm E héchst erreichten Qo,-Werte bei Zugabe verschiedener 
Substrate. Der Qo, der Leeratmung betrug 16,0 bei 27° C und Gasphase Luft. (Strich 
bedeutet keine Atmungssteigerung und kein Wachstum.) 


Hochster Zeit in Minuten | Konzentration 
Verbindung erreichter nach Substrat- in Wachstum 
Ta Qo, Zugabe Mol 
Zucker: 
Mannose ... . | 29,4 150 Ds lOre gut 
Glucose ..... | 27,6 | 210 1- 10-3 x 
Maltose .... . | 24,9 120 1*10° as 
RiDOsem arte 24,5 | 30 | a3 schwach 
IRructosemys 2.4% 21,8 | 240 | 4 % 
Galaktose ... 20,5 30 . on 
Saccharose .. . | 19,9 | 30 a im 
Xylose . | 19,4 90 = ” 
Arabinose ... 17,4 60 53 sehr schwach 
Cellobiose. . . . — a 38 | nichts 
Alkohole: | 
Glycrin ....| 20,3 | 30 1-102 | gut 
PAT DAT Olin ch... wh — — s — 
Methanol... . — —— a a 
Org. Sauren: 
Milchsiure .. . 88,8 60 1- 10-3 gut 
Essigsiure. . . . 13,2 60 5) % 
Bernsteinsiure. . 70,6 30 5-107? schwach 
Brenztraubensiure 64,0 60 1°10-3 a 
Fumarsaure. . . 48,8 30 fe oa 
Apfelsiure .. . 48,7 150 os gut 
Ameisensiure . . 35,7 30 + sehr schwach 
Weinsaéure. . ... | 33,9 30 ‘4 9 
Citronensaure . . 32,1 30 1-10 nichts 
Oxalsiure . +. 31,9 30 as sehr schwach 
Malonsiure .. . 31,7 150 a5 nicht gepriift 
Propionsiure . . 27,5 60 1-10-3 nichts 
Glucuronsiure . | = atk iy , 
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Tabelle 10. (Fortsetzung.) 


: Hochster Zeit in Minuten F | 
Verbindung . erreichter nach Substrat- Konzentration Wachstum 
a@Oor Zugabe in Mol 


a a ee 
Aminosauren: | | 


ALAMIM gre se | 90,1 | 150 Deel Open a gut 
Glutaminséure. .— 74,6 | 120 ello o. |) | “schwatl 
Asparaginsaure . 63,3 | 90 | A | gut 
Asparagin .. . | 50,1 | 210 as | sehr gut 
Glatamin =. 2. || 48,1 | 180 We gut 
Glykokoll. . . . | 46,5 30 5-10-2 | nicht gepriift 
Soins 1 teh. 8052 120 mre Ay (es . 
Arpimim.| 2% fe: 36,3 | 30 2 sehr schwach 
ystinie i Sb | 37,0 | 30 + nichts 
{AROS Te RS ee 28,2 30 % | 3 
Methionin ... | 24,7 30 | a4 | 5 
MESUCIN tule. 2, 22.5 210 | a, | we 
Sonstiges: we 
Papoose: Lg) A) 46,8 60 0,2 | gut 
Pepton u. Glucose 50,5 60 0,2 und 0,25 sehr gut 
Fleischextrakt . . 86,2 60 | 0,6 | % 
Diskussion. 


Das Schrifttum tiber die Formenfiille der gefundenen Fadenbakterien 
und iiber die Nomenklatur Sphaerotilus ahnlicher Arten nimmt einen 
erheblichen Raum ein. Mit wenig Berechtigung wurden viele Gattungs- 
und Artenbezeichnungen beibehalten, trotzdem am Standort verschieden 
aussehende Fadenbakterien-Stimme in Kultur gleiche Wuchsformen 
bildeten. Auch in den vorliegenden Untersuchungen zeigten die gepriiften 
Stémme keine charakteristischen Verschiedenheiten, wenngleich in den 
Absolutwerten der O,-Aufnahme und bei den Temperatur- und pq- 
Grenzen gewisse Unterschiede auftraten. Hine Zuordnung zu verschie- 
denen Arten erschien aber in keinem Falle notwendig. Die groBten 
Abweichungen zeigten: nicht die am natiirlichen Standort als Leptothrix 
ochracea und Cladothriaz dichotoma bestimmten Stiémme, sondern der 
langere Zeit auf kiimstlichem Néahrsubstrat gehaltene Sphaerotilus- 
Stamm (©. Es erscheint daher nach den vorliegenden Resultaten wahr- 
scheinlich, daB es sich, wie PRINGSHEIM annimmt, bei diesen Arten 
nur um Standort-Modifikationen handelt. 

Fiir eine direkte Abhingigkeit der Sphaerotilus-Entwicklung von der 
Wasserstrémung, wie sie LrzBMaNN postuliert, konnten in diesen Ver- 
suchen keine Hinweise gefunden werden. In Ubereinstimmung mit den 
Beobachtungen friiherer Autoren konnte sehr gutes Sphaerotilus-Wachs- 
tum auch in ruhig stehenden KulturgefaBen und auf festen Nahrbéden 
erhalten werden. Es besteht also keine direkte Abhangigkeit der Sphaero- 
tilus-Entwicklung von der Wasserstrémung, sondern letztere entscheidet, 
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neben anderen Faktoren, nur iiber die Wuchsform dieser Fadenbakterie. 
Wenn in der freien Natur trotzdem kein Wachstum in stagnierendem 
Wasser festgestellt werden kann, so liegt das in erster Linie am Fehlen 
ausreichender Nihrstoffkonzentrationen. Die relativ nur geringen vor- 
handenen Nahrstoffmengen ermdéglichen meist keinen sichtbaren Auf- 
wuchs. Im strémenden Wasser dagegen tritt noch bei verhaltnismabig 
niederer Nahrstoffkonzentration (H6HNL, 1955) durch die dauernde 
Nahrstofferneuerung ein gutes Sphaerotilus-Wachstum auf, wobei die 
Strémungsgeschwindigkeit iuBerst gering sein kann. 

Die Ansicht, daB Aminosiuren nach WUHRMANN einerseits essentiell 
fiir Sphaerotilus seien, andererseits aber schon in Konzentrationen tiber 
0,00002—0,00005°% auf das Wachstum hemmend wirken sollen, kann 
nicht geteilt werden. Nach den Kulturergebnissen in Nahrmedien mit 
nur mineralischem Stickstoff sind Aminoséuren nicht unbedingt nétig. 
Gewisse Aminosaéuren, wie Asparaginsdure, Asparagin, Glutaminsaure, 
Glutamin, Alanin u.a., bilden aber ein sehr giinstiges Nahrsubstrat, 
wobei nicht nur ihr Stickstoff, sondern auch ihr Kohlenstoffgertist sehr 
gut verwertet und rasch oxydativ abgebaut werden kann. Wenn nach 
diesen Versuchen die Aminosauren beziiglich der Starke des erhaltenen 
Sphaerotilus-Wachstums eine andere Reihenfolge zeigen als nach den 
Ergebnissen von STOKES, so ist dafiir offenbar das physiologisch unter- 
schiedliche Verhalten der verwendeten Sphaerotilus-Stimme verantwort- 
lich zu machen. Dieser Autor versucht auf ahnliche Art seine abweichen- 
den Befunde gegeniiber denen von Lackry u. Wartie, die mit den vor- 
liegenden tibereinstimmen, zu erkliren. 

Als wachstumsbeschrankende Faktoren werden fiir Sphaerotilus, neben 
zu niederem px-Wert, zu niederer bzw. zu hoher Nahrstoffkonzentration 
vor allem Salzkonzentrationen tiber 0,2°, zu hoher Gehalt an Am- 
monium bzw. der leicht Ammonium abspaltenden Verbindung Harnstoff 
und eine auf Grund starker O,-Zehrung bedingte zu geringe O,-Spannung 
angesehen, die offenbar auch in unverdiinnten hiuslichen und stadtischen 
Abwassern eine Sphaerotilus-Entwicklung hemmen. 

Welchen Einflu8 der py-Wert auf die Massenentwicklung von Sphaerotilus hat, 
zeigte sich deutlich bei einer 1953 durchgefiihrten Untersuchung der Wutach im 
Schwarzwald, die durch die Abwasser einer Stadt und eines Zellstoffwerkes starke 
,, Verpilzungen‘‘ aufwies. Das Wasser des Oberlaufes dieses Baches, der Abflu8 des 
Titisees, besitzt einen py-Wert von 5,7—6,0. Durch die Einleitung der Zellstoff- 
abwasser wurde die Reaktion weiter nach dem sauren Bereich verschoben und 
schwankte zwischen py 5,2—5,8. Soweit die Reaktion unter px 5,5 lag, trat, wie auf 
Grund der vorliegenden Versuchsergebnisse zu erwarten war, eine sichtbare Sphae- 
rotilus-Entwicklung nicht auf. Die in dieser verunreinigten Gewiisserstrecke ent- 
standenen ,,Verpilzungen‘‘ wurden vor allem durch farblose und rotgefarbte Fusarien 
verursacht, nicht durch Sphaerotilus roseus, wie WEHRLE (1942) vermutete. Bei ein- 


gehenden mirkoskopischen Untersuchungen konnten aber zwischen diesen Pilz- 
hyphen einzelne Sphaerotilus-Faden, meist forma dichotoma, gefunden werden. Offen- 
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bar kam es, da gelegentlich vom Werk Kalkschliamme in den Vorfluter gelangten, 
die sich in den Pilzpolstern verfingen, innerhalb der dichten Fusarium-Rasen zu 
lokalen py-Verschiebungen. Wenn im weiteren Verlauf des Baches durch an- 
stehendes Jura-Kalkgestein der py-Wert des Wassers bis auf pu 6,4 anstieg und 
infolge der hohen Carbonatharte konstant blieb, wurden die Entwicklungs- 
bedingungen fiir Sphaerotilus immer giinstiger. Er trat in den Polstern der Fusarien 
immer haufiger auf und bildete gelegentlich zwischen diesen fellartige Uberziige. 
Weiter bachabwarts gewann er nach und nach die Oberhand und zeigte schlieBlich 
sein typisches, tippiges Wachstumsbild. 

Von besonderer Bedeutung ist die Tatsache, daB bestimmte Carbon- 
und Aminosiauren von Sphaerotilus viel rascher umgesetzt werden als im 
allgemeinen die Zucker. Die rasch ansteigende O,-Aufnahme bei der 
Veratmung derartiger Substrate bedingt einen ebenso rasch einsetzenden 
und mit groBer Geschwindigkeit ablaufenden O,-Entzug aus dem um- 
gebenden Medium. Dies bedeutet fiir die Beurteilung der Schadlichkeit 
von Abwassern insofern einen wesentlich neuen Gesichtspunkt, als die 
Beanspruchung des O,-Gehaltes eines stark mit Sphaerotilus ,,verpilzten“ 
Gewassers bei Belastung mit derartigen Stoffen in viel h6herem MaBe 
erfolgt, als bisher angenommen oder durch die in der Praxis der Ab- 
wasserbiologie tiblichen Methoden erfaBt werden konnte. 


Als Ma&Sstab fiir die Verunreinigung eines Gewassers mit organischen 
Stoffen werden in der Praxis neben dem KMn0O,-Verbrauch (vgl. Haassz, 
1954) das O,-Defizit, die O,-Zehrung und der ,,Biochemische Sauerstoff- 
bedarf eines Wassers‘‘ (BSB) (Bacu, 1924, vgl. Kiur, 1938, Sr=rp, 1938, 
1953, Imnorr, 1951 und Haass, 1954) verwendet. Wenngleich die Un- 
genauigkeit der KMnO,-Bestimmung hinlanglich bekannt ist, so wird ihre 
Unzulanglichkeit jetzt deshalb besonders deutlich, weil durch sie gerade 
soleche Verbindungen, die ein Sphaerotilus-Wachstum stark fordern, wie 
z. B. Essig- oder Buttersaure, nicht erfaBt und deren Wirkung im Vor- 
fluter somit nicht erkannt werden kann. Derartige Verbindungen ent- 
haltende Abwiasser kénnen daher in einer stark mit Sphaerotilus ,,ver- 
pilzten‘‘ Gewdsserstrecke zu einem stiirkeren als durch die tiblichen O,- 
Zehrungsbestimmungen vorherzusehenden O,-Defizit fiihren. 

Um sich tiber die Produktionshéhe von Sphaerotilus im Flu8 einen 
Uberblick zu verschaffen, wurde bislang durch verschiedene Methoden 
versucht, die treibenden ,,Abwasserpilzmengen“ im Vorfluter direkt zu 
messen. Durch die Bestimmung des ,,Okonomischen Koeffizienten“ ist 
die Moglichkeit gegeben, eine iiberschligige Berechnung derjenigen 
Sphaerotilus-Masse durchzufiihren, die maximal auf den durch Abwasser 
zugefiihrten organischen Stoffen gebildet werden kann, wenn deren 
Qualitét und Quantitét bekannt sind. Aus den Versuchen mit Rein- 
kulturen errechnet sich fiir Glucose ein OK von 0,19 und fiir Xylose ein 
solcher von 0,12. Zellstoffablaugen auf Fichtenbasis weisen in der Regel 
ein Verhaltnis von Hexosen zu Pentosen wie 65 zu 35 auf, wobei 
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nach durchgefiihrten Untersuchungen (SCHEURING u. HOHNL, 1955) bei 
mittelharten Zellstoffen 30—35 g/l enthalten sind. Unter Beriicksich- 
tigung der obengenannten Werte ergibt sich somit ein durchschnittlicher 
OK von 0,17, so daB je Kubikmeter unverdiimnter Fichtenablauge 
5,1—5,9 kg Sphaerotilus-Trockenmasse (bei 6% Asche) entstehen kénnen. 
Dieser OK zeigt eine gute Ubereinstimmung mit dem in Kulturversuchen 
mit einer natiirlichen Biocénose in Fichtenablaugen-Wassergemischen 
gefundenen (ScCHEURING u. HOHNL, 1955), wo er 0,16 (+0,02) bezogen 
auf die reduzierenden Substanzen der Ablaugen betrug. 

Fiir Abwiasser mit einem héheren Gehalt an organischen Stickstoff- 
verbindungen, wie hausliche und stadtische Abwasser, wire vielleicht 
mit gewissen Einschrankungen der sich auf Fleischextrakt ergebende OK 
von 0,36 zu verwenden. Entsprechende Versuche mit Substanzgemischen 
in natiirlicher Biocénose liegen aber in diesem Falle zu Vergleichszwecken 
noch nicht vor. 


Zusammenfassung. 


1. Finf Stémme von Sphaerotilus natans wurden reinkultiviert. Ob- 
wohl zwei Stémme auf Grund ihrer morphologischen Unterschiede am 
natiirlichen Standort als Cladothrix dichotoma und Leptothrix ochracea 
bestimmt worden waren, zeigten sie auf gleichen Nahrbéden in Kultur 
weitgehend dieselben morphologischen Merkmale, so daB diese beiden 
Stiimme dem Sphaerotilus natans-Formenkreis zugeordnet wurden. 

2. In 10tagiger Kultur wurde bei zwei Stémmen (C und £) das px- 
und Temperaturoptimum fiir das Wachstum durch Trockengewichts- 
bestimmung des Bakterienzuwachses ermittelt. Fiir den Stamm C lagen 
diese Werte bei py 6—7 und 15°C. Stamm £# hatte sein py-Optimum 
bei py 6 und sein Temperaturoptimum bei 10° C. Die Grenztemperaturen 
betrugen entsprechend 10—40 bzw. 5—30° C, die py-Grenzen lagen bei 
6—9 bzw. 6—8. 

3. Gewisse physiologische Unterschiede zeigten die verwendeten 
Staémme vor allem im Betrag der Leeratmung. Nach einer 90 min-Ver- 
armungszeit hatte der Stamm C einen Qo, von 8,28, Stamm S einen 
solchen von 12,12. Die Stimme P, H und M zeigten Qo,-Werte von 
15,58, 16,00 und 16,10. 

4, Ausschlaggebend fiir das Wachstum und die Massenentwicklung von 
Sphaerotilus im Vorfluter sind auf Grund der Versuche: Art und Menge 
der Nihrstoffe, der py-Wert, die Nahrsalzkonzentration und der Gehalt 
an Ammonium. Saure Reaktion unter pq 5,8 und eine Gesamtnahrsalz- 
menge von 0,2°% hemmen das Wachstum. Ammonium verlangsamt die 
Kohlenhydratassimilation und verhindert normales Wachstum. 

5. Die Kohlenhydrate Glucose, Mannose und Maltose werden gut, 
Galaktose etwas schlechter als C-Quellen verwertet. Fructose und 
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Saccharose werden nur langsam umgesetzt, wahrend Cellobiose nicht 


abgebaut werden kann. Pentosen werden schlechter und langsamer 
umgesetzt. 


6. Der ,,Okonomische Koeffizient betrug fiir Glucose im Kulturversuch 
rund 0,19, im Kurzversuch 0,42. Fiir Xylose wurde er entsprechend zu 
0,12 bzw. 0,28 errechnet. 


j 7. Die organischen Siuren bzw. deren Salze steigern die Atmung 
erheblich. Gutes Wachstum erméglichten besonders Milchsiure, Essig- 
und Apfelsiure. Der Abbau erfolgt mit hoher Geschwindigkeit. 


8. Die Aminosaiuren Alanin, Asparagin, Asparaginsiure, Glutamin, 
Glutaminsiure wurden bei den Kulturversuchen noch in einer Konzen- 
tration von 1- 10-? mol (0,1—0,2%) verwendet, wobei sie sowohl als C- 
als auch als N- Quelle dienen konnten. Die Atmung wird durch sie stark 
gefordert. Eine schadliche und entwicklungshemmende Wirkung von 
Aminosaure-Konzentrationen itiber 0,00005% konnte nicht bestatigt 
werden. Selbst mit nur beschrankt verwertbaren Aminosiuren, wie 
Cystin, Tyrosin, Methionin, Leucin, konnte noch in 0,01%igen Konzen- 
trationen Wachstum erhalten werden. Diese Aminosaiuren kénnen aber 
nicht als C-, sondern nur als N-Quelle verwertet werden. Unbedingt 
noétig sind die Aminosaduren jedoch fiir Sphaerotilus-Entwicklung nicht. 


9. Neben organischen N-Verbindungen kann auch Nitrat und sehr be- 
schrankt Ammonium verwendet werden. Letzteres schadigt offenbar die 
Zellen. Nitrit wird nicht verwertet. 


10. Der ,,Okonomische Koeffizient‘ war auf organischen, N-enthalten- 
den N&ahrbéden (Fleischextrakt) mit 0,36 entsprechend dem guten 
Wachstum hoch. 


11. Ein Hinweis fir die Fahigkeit autotropher Lebensweise konnte 
bei Sphaerotilus nicht gefunden werden. 


Herrn Priv.-Doz. Dr. O. Kanpuzr bin ich fiir die zahlreichen Anregungen und 
Ratschlage zu dieser Arbeit zu gré8tem Dank verpflichtet. Herrn Prof. Dr. L. ScHEU- 
RING sei fiir die Anregung zu dieser Arbeit herzlichst gedankt. Besonderer Dank 
gebiihrt auch dem Fachausschu8 ,,Wasser, Abwasser und ind. Abgase“ des »»Zell- 
cheming“ fiir die finanzielle Unterstiitzung, welche die Durchfihrung dieser 
Untersuchungen ermdéglichte. 


Literatur. 


Bacu, H.: Ges. Ing. 47, 393 (1924). — Baur, H.: Schweiz. Z. Hydrol. 15, 285 
(1953). — Barrenscueen, H. K., u. J. Pany, in: Method. d. Fermentf. v. BaMANN 
u. Myrpdox. Leipzig 1941. — Brezr, H., u. G. Brrvemann: Zbl. Bakter. IT Orig. 
107, 183 (1953). — Brerruo, A., u. W. GRassMANN: Biochem. Prakt. Berlin 1936. — 
Biscen, M.: Ber. dtsch. bot. Ges. 12, 147 (1894). 

Caratpt, M. S.: Folia biol. Buenos Aires 1937. — Rev. Inst. bact. Dep. nac. 
Higiene 9, Nr. 1 (1939). — CHonopny, N.: Pflanzenforsch., H. 4. Jena 1926. — 
Coun, F.: Beitr. Biol. Pfl. 1, 185 (1875). 


250 G. Hout: Ernahrungsphysiologische Untersuchungen an Sphaerotilus natans. 


Dermott, R., u. H. Lrepmann: Schweiz. Z. Hydrol. 14, 289 (1952). — Dickens, 
F., in: Meth. a Fermentf. v. BaMANN u. Myrpicx. Leipzig 1941. — Dorrr, P.: 
Pranzent” H. 16. Jena 1934. 

EpLBacuer, S:, u. F. Leurnarpt: Lehrbuch d. Physiol. Chemie. Berlin 1952. — 
Era, F.: Bot. Zte. 37, 724 (1879). — Jb. Schles. Ges. vaterl. Kultur 1876. — 
Exuis, D.: Iron Bacteria. London 1919. 

Fiscuer, A.: Jb. Bot. 27, 1 (1895). — Fourn, O., and H. Wu: J. of Biol. Chem. 
41, 367 (1920). 

Gennericu, J., u. E. Srkora: Wasserwirtschaft 42, 190 (1952). 

Haass, L. W.: Deutsche Einheitsverfahren zur Wasser-, Abwasser- und Schlamm- 
untersuchung. Weinheim 1954. — HAceiunp, E.: Holzchemie. Leipzig 1938. — 
Horuicu, K.: Osterr. Monatszeitschr. f. Tierheilkde. 25, 19 (1901). — H6unt, G.: 
,.Vom Wasser“ Bd. 22, 1955 (im Druck). 

Imnorr, K.: Taschenbuch der Stadtentwasserung. Miinchen 1951. 

Kanpter, O.: Z. Naturforsch. 5b, 203 (1950); Sb, 109 (1953); 9b, 625 (1954). 
— Kuern, G.: Handbuch der Pflanzenanalyse. Wien 1931. — KiINnGMULLER, V.: 
Z. anal. Chem. 131, 1 (1950). — Kuvut, H.: Untersuchung des Wassers an 
Ort und Stelle. Berlin 1938. — Kotxwrrz, R.: Kl. Mitt. Mitgl. Ver. WaBoLu- 
Hyg. 2, Nr. 11/12 (1926). — Ktvrzre, F.: Limneae 8, 385 (1833). — Physiologia 
generalis oder Anatomie, Physiologie u. Systemkunde der Tange. Leipzig 1843. 

Lackey, J. B., and E. Watts: Publ. Health Rep. 55, 975 (1940). — LizBMann, 
H.: Handbuch Ase Frischwasser- und Abwasserbiologie, Bd. I. Miinchen 1951. — Jb. 
,,Vom Wasser“ 20, 24 (1953). — LimsKn, R.: Jb. Bot. 49, 91 (1919). — Zbl. Bakter. 
II Orig. 49, 413 (1919). — Linps, P.: Zbl. Bakter. II Orig. 39, 369 (1913/14). 

MarPiLieRo, P.: Papierfabrikant 9, 40 (1942). — Mriauna, W.: System der Bak- 
terien, Bd. I. Jena 1897; Bd. IT. Jena 1900. — Mouiscu, H.: Die Pflanze in ihren 
Beziehungen zum Hisen. Jena 1892. — Die Eisenbakterien. Jena 1910. 

Navumany, E.: Ber. dtsch. bot. Ges. 50, 558 (1932). — Arch. f. Hydrobiol. 25, 
407 (1933). — Zbl. Bakter. II Orig. 88, 62, 214 (1933). — Sv. bot. Tidskr. 27, 293, 
302 (1933). — Naumann, E., u. J. WANSELIN: Bot. Not. 1938, 586; 1934, 141. 

Prerrer, W.: Jb. Bot. 28, 205 (1895). — Poronré, H., u. H. H. Wunpscu: Z. 
f. Fischerei 31, 379 (1933). — Popp, J., u. H. Banr: Die Wasserwirtschaft 45, 29 
(1954). — PrinesHerm, E. G.: Biol. Rev. Cambridge Philos. Soc. 24, 200 (1949). — 
Philosophic. Trans. Roy. Soc. Lond. B., Biol. Scien. 233, 453 (1949). — Endeavour 
11, 208 (1952). 

RippeL-Batpes, A.: Arch. Mikrobiol. 17, 166 (1952). — Rutimann, W.: Die 
Kisenbakterien, Streptotrichen und Actinomyceten. In: Handb. d. Techn. Myko- 
logie. Jena 1904—1906, Bd. TIT. 

Sack, J.: Zbl. Bakter. IT Orig. 65, 116 (1925). — Scunurtne, L., u. G. HOuNL: 
Das Papier-Sonderheft 1955 (im Druck). — Srerp, F.: Wasser und Luft, I. Teil: 
Techn. d. Wassers. Berlin 1939. — Gewerbliche und Industrielle Abwisser. Berlin 
1953. — Stoxss, J. L.: J. Bacter. 67, 278 (1954). 

Tamiya, H.: Acta Phytochim. 4, 227 (1929); 6, 265 (1932). — TRomMSDORFF, 
H.: Zb]. Bakter. IT Orig. 48, 72 (1918). 

Wenete, E.: Beitr. z. naturkdl. Forsch. i. Oberrheingeb. 7, 127 (1942). 
Wrnoeransky, 8.: Bot. Ztg. 46, 262 (1888). «mL. Bakter. IT Orig. 57, 1 (1922). — — 
Wourmann, K.: Verh. Int. Ver. theor. u. angew. Limnologie 10, 580 (1949). — 
Verh. Schweiz. Naturf. Ges. Ziirich 126, 142 (1946). — Ges. Ing. 72, 253 (1951). — 
ew K., u. S. Korsrier: Verh. Schweiz. Naturf. Ges. Davos, 8. 177 

Zikus, H.: Zbl. Bakter. II Orig. 48, 529 (1915). 


Archiv fiir Mikrobiologie, Bd. 23, S. 251—264 (1955). 


(Aus dem Forstbotanischen Institut der Universitat Freiburg. i. Brg.) 


Das Verhalten verschiedener Hefearten 
gegenuber der in vivo 
durchgefitihrten Indophenolblau-(Napr-) Reaktion. 


Von 
HANS MARQUARDT und ELISABETH BAUTZ. 


Mit 1 Textabbildung. 
(Hingegangen am 31. Juli 1955.) 


In einer Reihe von Arbeiten haben wir uns bemiiht, die Natur der 
immer noch recht problematischen, geformten Elemente des Cytoplas- 
mas von Hefezellen zu klairen. 

Wir fanden dabei zunachst, daB mit den verschiedenen Verfahren zur Dar- 
stellung von Mitochondrien in einer bestimmten, durchschnittlichen Anzahl je Zelle 
Elemente angefarbt werden, welche wir zunachst ,,Granula! mit Mitochondrien- 
funktion*‘, danach im AnschluB an die Verhaltnisse bei héheren Pflanzen auch 
» sphaerosomen‘ nannten (Marquarpt 1952, Bautz u. Marquarpt 1953a, Bautz 
1954b, 1955c). 

Unter den verschiedenen Farbeverfahren schien uns die Indophenolblau-(Napt-) 
Reaktion, in vivo durchgefiihrt am wenigsten launisch zu sein und auf Grund unserer 
Experimente am ehesten einen RiickschluB auf den aktuellen Funktionszustand des 
Cytochromsystems zu erlauben (Bautz u. Marquarpt 1953b, Marquarpt u. Bautz 
1954, Bautz u. Hagen 1954). Bei dieser Farbung wird ja an den Orten des Cyto- 
chromsystems das blaue Indophenol gebildet, wobei allerdings offen bleiben muB, 
ob tatsaichlich am unmittelbaren Bildungsort die Farbe auftritt oder ob sie an ande- 
ren, lipoidreichen Stellen gespeichert wird. 

Alle diese Befunde haben wir aber nur an 2 Hefearten erhoben, an 
einer untergirigen Bierhefe (Saccharomyces cerevisiae) und an Rhodo- 
torula rubra als Beispiel einer atmenden Form. Es soll daher im Folgenden 
die schmale Basis durch eine Analyse des Verhaltens von 21 verschie- 
denen Hefearten und -stammen gegentiber der Indophenolblau-Reaktion 
erweitert werden. Gleichzeitig erginzen wir einige bisher nur sehr kurz 
mitgeteilte Befunde, wie sie bei der Anwendung der Napt-Reaktion auf 
unsere Objekte aufgetreten sind. 

Diese Untersuchungen sind auch insofern bedeutungsvoll, als sich vor 
allem mit Janusgriin eine zweite Gruppe plasmatischer Strukturen zu- 
sitzlich anfarbt, die als ,,echte‘‘ Mitochondrien bezeichnet werden 


1 In einer miindlichen Diskussion auBerte Herr Prof. StRuGGER, es sei besser, um 
Verwechslungen mit den Grana der Plastiden und Proplastiden zu vermeiden, hier 
nicht von Grana, sondern von Granula mit Mitochondrienfunktion zu sprechen. Wir 


folgen gerne dieser Anregung. 
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(Baurz 1955a und c) und deren Beziehung zu den Granula mit Mito- 
chondrienfunktion (Sphaerosomen) noch unklar ist. Ohne Zweifel bedarf 
es noch einer genaueren Kenntnis des cytologischen und des farberischen 
Verhaltens dieser beiden Strukturgruppen mit Mitochondrienfunktion 
unter verschiedenen experimentellen Bedingungen, ehe tiber die funk- 
tionelle Bedeutung dieser Bildungen endgiiltig geurteilt werden kann. 
Auch als Fundament fiir derartige in Angriff gnommene Untersuchungen 
soll das hier vorgelegte Material dienen. 


Material und Methode. 


AuBer der von uns in friiheren Arbeiten verwendeten untergarigen Bierhefe 
(Saccharomyces cerevisiae) und einer Rhodotorula rubra (von Prof. WEINFURTNER,: 
Weihenstephan) haben wir die weiteren Saccharomyces cerevisiae var. ellipsoideus- 
Stamme Yeast Foam, Hansen (beide von Prof. WESTERDIJK, Baarn) und Johannis- 
berg (aus Weihenstephan), ferner Saccharomyces chevalieri (von Prof. WinGE, Kopen- 
hagen), Willia anomala Hansen, Schizosaccharomyces mellacei Jorgensen sowie 
10 Stémme von Saccharomyces cerevisiae-PreBhefen (von der Firma Sinner Karls- 
ruhe) und 3 Stamme der Hefefabrik Weingarten herangezogen. Allen Kollegen und 
den Laboratorien der genannten beiden Betriebe danken wir fiir ihr Entgegen- 
kommen bei der Bereitstellung des Materials herzlich. 

Die Hefen haben wir in Bierwiirzelésung (12° Zuckergehalt) gehalten, 48 Std vor 
Versuchsbeginn in frisches Medium geimpft und bei 30° kultiviert; Rhodotorula da- 
gegen bedurfte eines Zeitraums von 3 Tagen, um sich ausreichend zu vermehren. 
Zur Sporulation kamen sie in der iiblichen Weise auf sterile Gipsbléckchen (vgl. 
Bautz 1955b). 

Die Indophenolblau-(Napr-) Reaktion wurde so durchgefiihrt, wie sie PERNER 
(1952) an Epidermiszellen von Alliwm-Zwiebeln beschrieb. Da der Ausfall der Reak- 
tion entscheidend von dem px der Pufferlésung abhingt, haben wir fiir unser Objekt 
das px variiert, aber ebenso wie PERNER bei px 6,8—7,0 die besten Ergebnisse er- 
zielt. Wir farbten somit stets in einer frisch bereiteten Lésung von 2 cm’ «-Naphthol 
(0,1%ige wasserige Lésung), 2 cm* Dimethyl-p-phenylendiamin (0,1% ige waBrige 
Lésung) und 6 cm’ Phosphatpuffer (5 em? 1/15 mol KH,PO, + 5 cm® 1/15 mol 
K,HPO, + 50 cm* aq. dest.). Optik: W-Stativ von Zeiss, 100 x Olimmersion, 
Optovar, Okular 8 x. 


Der Verlauf der Napi-Reaktion. 


Die fiir oxydierende Fermente, wie etwa Cytochromoxydase, als recht 
spezifisch angesehene Indophenolblau-Reaktion kann sowohl an fixierten 
wie an lebenden Hefezellen durchgefiihrt werden. Wahrend nach Fixie- 
rung mit Osmiumtetroxyd oder mit einem Formol-Bichromatgemisch 
sowohl bei der von uns bisher verwendeten untergiirigen Bierhefe wie 
bei der Rhodotorula in allen Zellen die verhiltnismaBig groBen Granula 
intensiv blau gefarbt werden, hat sich. bei lebenden Hefen gezeigt, daB 
jeweils nur ein bestimmter Prozentsatz von Zellen reagiert, welcher von 
den Kulturbedingungen — etwa, ob aerob oder anaerob —, von experi- 
mentellen Eingriffen und von der verwendeten Gattung (Rhodotorula 
gegentiber Saccharomyces) abhingig war (BAUTZ u. MARQUARDT 1953b). 
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Unter diesen Umstiinden muBte die Zeitdauer, in welcher das Napt- 
Reagens auf die Hefezellen einwirkte, ehe das Ergebnis abgelesen wurde, 
sorgfaltig kontrolliert werden, denn wir haben damit zu rechnen, daB 
nach einer gewissen Einwirkungszeit Hefezellen sterben, ihre Granula 
sich dann post mortem blau farben und damit jedes Ergebnis verfalschen. 

Um diese Gefahr auszuschalten, haben wir zunachst die untergirige 
Bierhefe in das Nap1-Reagens gebracht und in steigendem Abstand nach 
dem Versuchsbeginn mit den behandelten Hefen Garréhrchen beimpft. 
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Abb. 1. Verlauf der NADI-Reaktion. 


Erstmals nach 35 min eines Aufenthaltes in der Losung ging im Ver- 
gleich zu den Kontrollen die gebildete CO,-Menge deutlich zuriick, nach 
45 min entstand nur noch die Halfte und nach 90 min nur noch der 
10. Teil der Kohlensiure. Bei diesem Versuch erschien somit als noch 
zulassige Grenze, ehe die ersten Zellen nachweisbar absterben, eine Ein- 
wirkungszeit um 30 min. 

Erginzend zu diesem Versuch haben wir dieselbe Hefesorte dem Napt- 
Reagens ausgesetzt und durch laufende Entnahmen den Verlauf des 
Farbevorgangs mikroskopisch kontrolliert. Etwa 5 min nach Versuchs- 
beginn sind die Granula der ersten Zellen blau gefarbt; die Zahl der 
positiv reagierenden Zellen steigt danach bis zur 15. Minute verhialtnis- 
mafig steil an, um sich danach etwas abzuflachen, bis nach 35 min 
wieder plétzlich eine gréBere Anzahl von Zellen sich anfarbt (Abb. 1). 
Vergleichen wir dieses Ergebnis mit dem Garréhrchen-Versuch, dann. 
haben wir beide Male nach 35 min einen kritischen Zeitpunkt; es 
ist darum wenig zweifelhaft, da auch der plotzliche Anstieg des Prozent- 
satzes von Zellen mit gefirbten Granula auf die toxische Wirkung des 
Navpt-Reagens zuriickzufihren ist. 

Da die von uns verwendete untergirige Bierhefe in Wiirzekultur nur 
einen verhiltnismaBig geringen Prozentsatz Napt-positiv reagierender 
Zellen besitzt, haben wir auch Rhodotorula auf dieselbe Weise unter- 
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sucht, welche iiber 90°% Zellen mit durch Indophenolblau gefarbten Gra- 
nula besitzt. Wiederum beginnen nach 5 min die Granula der ersten Zellen 
sich blaBblau anzufarben, aber erst nach 15 min ist der fiir Rhodotorula 
so typische tiefblaue und leuchtende Farbton ausgebildet, welcher in der 
Folgezeit sich nicht mehr veriindert. Der Prozentsatz positiv reagierender 
Zellen steigt kontinuierlich und steil bis 25 min nach Versuchsbeginn 
an; danach verandert er sich nur noch unwesentlich, da zu diesem Zeit- 
punkt bereits tiber 90% der Zellen sich gefiarbt haben und die eventuell 
absterbenden Zellen in der Mehrzahl schon vor ihrem Tod positiv reagiert 
haben muBten. 

Aus beiden Versuchswerten hat sich somit ergeben, daB ab 35 min 
sekundire Prozesse den Ausfall der Lebendreaktion unserer Hefezellen | 
zu beeinflussen beginnen und ab 15 min der typische Farbton auftritt. 
Daher haben wir im Hinblick auf diese Schwellenwerte in allen unseren 
Bestimmungen den Prozentsatz Napi-positiver Zellen zwischen 23 und 
30 min nach Versuchsbeginn ermittelt. 


Die Reaktion der verschiedenen Hefen. 


Bei der Durchsicht des Verhaltens von 21 verschiedenen Hefen gegen- 
tiber dem Napi-Reagens zeigte sich, daB nicht nur der Prozentsatz von 
Zellen mit Napi-positiven Granula verschieden war, sondern auch die 
Granula der einzelnen Hefesorten einen unterschiedlichen Farbton an- 
nehmen konnten. Es lieBen sich deutlich 3 Stufen der Farbe unter- 
scheiden, darunter eine blaBblaue Farbung, bei welcher die Granula 
bei der angegebenen Farbezeit gerade erkennbar blau getént sind. 

Es mu darauf hingewiesen werden, daB gerade hier Irrtiimer méglich sind, weil 
die Granula bereits ungefirbt lichtbrechend erscheinen, durch das Napr-Reagens 
starker lichtbrechend werden und dann bei starkem Abblenden oder sonstwie un- 
ginstiger Beleuchtung méglicherweise einen blaBblauen Interferenzhof erhalten, 
welcher dem Farbton einer positiven Nap1-Reaktion nahe kommen kann. Zweck- 
maBigerweise sollte daher in diesen Fallen nur mit einwandfreier Optik und sorg- 
faltig tiberpriifter Beleuchtung gearbeitet werden. 

Das gegenteilige Extrem stellt eine intensive, leuchtend tiefblaue 
Farbe dar, welche auf dem vollstindig ungefarbt bleibenden Grund des 
ubrigen Zellinhaltes besonders auffallig ist. Zwischen diesen beiden Farb- 
tonen vermittelt eine blaue Farbe, welche die Granula wesentlich deut- 
licher als die blafblaue Firbung erscheinen li8t, ohne aber den tief- 
blauen Farbton zu erreichen. 

Wenn wir nach beiden Gesichtspunkten — nach Prozentsatz positiv 
reagierender Zellen und nach Farbton — die Ergebnisse an unseren 
21 Hefesorten zusammenstellen, dann ergeben sich erhebliche Unter- 
schiede (Tab. 1). Achten wir zunachst besonders auf den Farbton, welcher 
fiir das Atmungsverhalten dieser Staémme aufschluBreich ist, dann 
firben sich die als atmend bekannten Gattungen, wie Rhodotorula, 
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vorwiegend tiefdunkelblau, zusammen mit einem Ausnahmestamm von 
Saccharomyces cerevisiae (Nr. 365 Sinner) und mit Willia anomala. Auf 
der anderen Seite reagiert die Mehrzahl der Saccharomyces cerevisiae- 
Arten nur mit dem blaBblauen Ton, wihrend wieder eine Ausnahmeart 
von NS. cerevisiae (var. ellipsoideus Johannisberg) zusammen mit S. che- 
valiert und Schizosaccharomyces die blaue Mittelgruppe bildet. 


Tabelle 1. Prozentsatz Navi-positiver Zellen, Farbton der Reaktion 
und Sporulationsverhalten bet verschiedenen Hefestimmen. 


Sporulation NADI- Vor- 
in % positiv herrschender 
in % Farbton 
S. cerevisiae var. ellipsoideus (Yeast Foam) . 80 80 blaBblau 
8. cerevisiae Nr. 358 (Sinner)... ... . 65 80 | is 
S. cerevisiae var. ellipsoideus (Hansen) . . . 70 75 35 
IS. cerevisiae Nr. 359 (Sinner) . ...... 80 73 is 
S. cerevisiae 8/52 (Weingarten) ..... . 52 62 * 
S. cerevisiae Nr. 361 (Sinner)... .... . SD 60 ‘ 
iS. cerevisiae Nr. 363 (Sinner)... ... . 60 55 5 
S. cerevisiae Nr. 362.(Sinner) . ..... . + 54 . 
S. cerevisiae Nr. 360 (Sinner). ..... . 0 50 ss 
S. cerevisiae Nr. 366 (Sinner) ...... . 27 50 ae 
8. cerevisiae 9/52 (Weingarten) ..... . 36 50 * 
S. cerevisiae 19/53 (Weingarten) .... . 26 39 Ad 
S. cerevisiae Nr. 357 (Sinner). ..... . 23 25 A 
S. cerevisiae Nr. 364 (Sinner)... ... . 20 25 3 
8. cerevisiae (Weihenstephan) 1953... . 0 2 tt 
S. cerevisiae (Weihenstephan) 1954 ... . 0 40 A 
S. cerevisiae var. ellipsoideus (Johannisberg) 43 60 blau 
OGG UIT Plc es obn® ok in eee aoe 42 58 5 
Schizosacch. mellacei (Jorgensen) .... . 0—1 4] tu 
OU OLORULGNTULIG 2 Aan tee ns ) 92 leuchtend 
dunkelblau 

Willia anomala (Hansen) ........ 6 78 “i 
S. cerevisiae Nr. 365 (Sinner). ..... . 0 25 Fe 


Innerhalb der 3 nach dem vorherrschenden Farbton unterschiedenen 
Gruppen variiert vor allem in der durch die blafiblaue Farbe charakteri- 
sierten der Prozentsatz von Zellen mit positiv reagierenden Granula sehr 
auffillig ; in der durch die blaue Farbe charakterisierten Gruppe schwankt 
er, vielleicht nur infolge der geringen Zah] hierher zu stellender Formen, 
zwischen 40 und 60%; in der intensiv sich farbenden Gruppe lage der 
Prozentsatz durchweg sehr hoch, wenn nicht die Backerhefe mit dem 
Ausnahmeverhalten nur 25% positiv reagierende Zellen besife. 


Zur Erganzung unserer Analyse des Verhaltens verschiedener Hefeformen haben 
wir in Tab. 1 auch den Prozentsatz sporulierender Zellen angegeben, wie er mit der 
iiblichen Gipsblockmethode ohne besonderes Zusatzverfahren erhalten wird. Es 1aBt 
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sich beim Vergleich mit der unter normalen Kulturbedingungen vorgenommenen 
Napr-Reaktion kein Zusammenhang weder mit dem Prozentsatz Napt-positiver 
Zellen noch mit dem Farbton der Granula erkennen. 

Tab. 1 muB aber in zweierlei Hinsicht weiter vervollstandigt werden: 
Zunichst haben wir in ihr nur angegeben, welcher Farbton der Indo- 
phenolblau-Reaktion bei den einzelnen Hefeformen vorherrscht; tatsach- 
lich aber finden wir bei ein und derselben Sorte und in ein und demselben 
Praiparat mehrere Blauténungen der Zellen nebeneinander. Ferner an- 
derte der von uns aus Weihenstephan bezogene Stamm von Saccharo- 
myces cerevisiae zwischen 1953 und 1954 sein Verhalten gegentiber dem 
Nap1-Reagens so auffallig, da8 wir nicht mehr annehmen k6nnen, wir 
hatten méglicherweise die etwas schwierig zu ziehende Grenze zwischen 
 ungefarbt‘‘ und ,,bla8blau gefirbt‘ veraéndert, um so mehr, als bei 
Rhodotorula rubra die ebenfalls zwei Jahre auseinanderliegenden Werte 
sich kaum unterscheiden. 


Tabelle 2. 8. cerevisiae (Wethenstephan) und Rhodotorula rubra. Ergebnisse der 
Navt-Reaktion in normaler und mit O, beschickter Wiirzekultur 1953 und 1954. 


Farbton 
Hefeart und Jahr Analys. 
Zellen : %, | % 
% positiv | blaBblau | % blau |% tiefblau); ungefarbt 
o | 
= 1953 Normalkultur 620. 2 Oa 2 hive 0,8 97,1 
s + 16 St 0, 134 93,3 | 74,6 | 18,7 6,7 
S 1955 Normalkultur | 285 86,7 .7-44,2 |)" 4aay Fe <p 13,3 
5 + 16 St 0, 212 | 97,6 29,7 | 67,9 | 0 2,4 
1953 Normalkultur | 316 94,6 | 6,0 | 88,6 | the 
+ 16 St 0, | 334 | 92,5 8,4 | 84,1 7,5 
S 1955 Normalkultur | | / 
i) « | | ) 
= 1. Serie | PAE Wee ee yey, SDL ater 80,3 2,0 
3 +16StO, | 212 97,6 7,1, |. 31,1.) 959.4 enim 
= 1955 Normalkultur | | | 
3 2. Serie 204 | 905 | 4,4 | 198 | 66,3 9,5 
3 + 16 St 0, 316) ..10:97,2-) 0,6. 130, 1) PS gees 2,8 
1955 Normalkultur 205 71,2(!) | 14,6 |. 20,5 36,1(!)| 28,8 
3. Serie | | 
+ 16 St 0, 231 Da MMe Lissette Ob 81,8(!)| 7,8 


In Tab. 2 haben wir daher zusammengestellt, was sich bei Saccharo- 
myces cerevisiae, der Weihenstephaner untergirigen Bierhefe, und bei 
Rhodotorula rubra im Jahre 1953 und 1955 ergibt, wenn wir 2 Tage 
(S. cerevisiae) oder 3 Tage (Rhodotorula) alte Kulturen in normalem und 
16 Std mit O, versehenem Wiirzemedium der Nap1-Reaktion unter- 
werfen und auch den Farbton der Granula bestimmen. 

Hierbei wird als erstes der Unterschied zwischen S. cerevisiae und 
Rhodotorula noch deutlicher. Auch der zugefiihrte Sauerstoff vermag bei 
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S. cerevisiae nicht den Farbton zu der bei Rhodotorula tiblichen tiefblauen 
Intensitat zu steigern. 

Im einzelnen nimmt, wie wir friiher beschrieben haben (BauTz u. 
MarQuarptT 1953b), der Prozentsatz positiver Zellen bei S. cerevisiae 
unter dem Einflu8 von O, deutlich zu, lediglich der Grad dieser Zunahme 
hat sich in den Jahren 1953 und 1955 veriindert, weil der 2 Jahre bei 
uns kultivierte Stamm von einer auffallig geringen positiven Reaktion 
zu einer hochpositiven tibergegangen ist. Nach den allgemeinen Er- 
fahrungen der Mikroorganismengenetik zweifeln wir nicht daran, daB 
Mutations- und Selektionsvorginge hier wirksam waren. 

Bei Rhodotorula dagegen hat sich im Laufe der beiden Jahre kaum 
etwas geandert, der Prozentsatz der positiv reagierenden Zellen und die 
Art und Weise, wie die Hefezellen auf O, reagieren, entsprechen sich 
weitgehend. Immerhin fallt aber im Jahre 1955 ein als ,,3. Versuchsserie“ 
bezeichnetes Ergebnis heraus, welches wir bei zahlreichen, hier nicht im 
einzelnen aufgefiihrten Wiederholungen immer wieder einmal erhalten 
haben: Zunachst liegt der Prozentsatz positiver Zellen um 15—25% zu 
tief, da Zellen mit tiefblau gefarbten Granula viel seltener und die blaB- 
blauen haufiger vorhanden sind. Ganz dementsprechend nehmen unter 
Sauerstoff die positiv reagierenden Zellen um die zunachst fehlenden 
20% wieder zu, was normalerweise nur in ganz untergeordnetem MaBe 
geschieht; diese Zunahme betrifft in erster Linie die tiefblaue Klasse, 
wahrend die Zellen mit blaBblauen Granula stark abnehmen. Offensicht- 
lich treten hier erst nach O,-Zufuhr die Verhaltnisse ein, welche in der 
eroBeren Zahl der gepriiften Kulturen unter Normalbedingungen vor- 
handen sind. Da sich bei Rhodotorula ein Teil der Zellen, stets mit O, 
gut versorgt, an der Oberfliche der Kultur halt, wahrend ein anderer 
zu Boden sinkt und dort wesentlich weniger O, findet, ist es nicht aus- 
geschlossen, daB das herausfallende Ergebnis durch einen hoheren Anteil 
an Zellen unter den anaeroben Bedingungen am Boden des KulturgefaBes 
hervorgerufen wird. 

Diskussion. 
1. Das Problem der Indophenolblau-Farbung von plasmatischen 
Granula. 

Wir haben im experimentellen Teil dargestellt, daB in verschiedenen 
Gattungen und Stémmen der Hefe mit Hilfe der Indophenolblau-Re- 
aktion wohldefinierte Granula im Cytoplasma gefiirbt werden kénnen, und 
zwar in den lebenden Zellen mit einem wechselnden Prozentsatz und mit 
einem verschiedenen Farbton. Da die Indophenolblau-Reaktion als recht 
spezifisch fiir oxydierende Fermente, wie etwa Cytochromoxydase, an- 
gesehen wird und mit ihrer Hilfe in der Zelle die Endprozesse der Atmung 
lokalisiert werden kénnen, schienen uns die erhaltenen Befunde bedeu- 


tungsvoll zu sein. 
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Wir haben es in unserem Fall aber mit einer Vitalfarbung zu tun, 


welche in dieser Eigenschaft stets mit Vorsicht interpretiert werden 
mu, und es sind demnach auch hier verschiedene Einwande méglich: 


Zunichst kénnte es sein, daB bei der schon lange bekannten Affinitét 


des Indophenolblaus zu Lipoiden (Drerrich 1908, Drawer’ 1953) die 
von uns angefarbten Granula lediglich auf Grund ihres Lipoidreichtums 
den an anderer Stelle in der Zelle gebildeten Farbstoff adsorbieren und 
so eine mehr oder minder belanglose Reservestoff-Aggregation darstellen 
(Volutin: Meyer 1904, WAGER u. Peniston 1910, CAsPERSSON u. BRANDT 
1941; granulations lipoidiques: GUILLIERMOND 1932). Ferner mu daran 
gedacht werden, da der verschiedene Prozentsatz positiv reagierender 
Zellen von einer unterschiedlichen Permeation der Reagentien herriihren 
k6onnte und in diesem Fall nur ein Ausdruck der Haufigkeit von Zellen 
mit leicht permeierbaren Grenzschichten ware. 

Auf keinen Fall kénnen noch so umfangreiche Einsichten allein in das 
Farbeverhalten verschiedener Hefestiimme diese und andere mdégliche 
Einwande entkraften; hierzu sind spezielle Experimente notwendig, 
welche wir bereits friiher kurz ver6ffentlicht haben (Baurz u. Mar- 
QUARDT 1953a und b, 1954; MarquarpT u. Bautz 1954; Bautz u. 
Haagen 1954; Bautz 1954a und b, 1955a—e). Da dort jeweils nur die 
Tatsachen mitgeteilt sind, sei ihre Bedeutung fiir den aufgezeigten 
groBeren Zusammenhang hier erértert. 

Zunichst hat sich ergeben, da sowohl mit der klassischen Mitochon- 
drienfarbung nach ALTMANN wie mit dem in vivo angewendeten Janus- 
griin eine je Hefestamm identische durchschnittliche Anzahl von kuge- 
ligen Granula je Zelle angefarbt werden kann, welche genau derjenigen 
mit Indophenolblau fiirbbaren Granula entspricht (Bautz u. Mar- 
QuARDT 1953a und b; Bautz 1954a und b). Daraus folgt, daB mit der 
oxydierende Fermente anzeigenden Indophenolblau-Reaktion mit gréB- 
ter Wahrscheinlichkeit dieselbe Granula-Sorte dargestellt wird wie mit 
der klassischen ALTMANN-Technik, denn es ist sehr unwahrscheinlich, 
daB die durchschnittliche Anzahl reagierender Granula je Zelle so 
libereinstimmend sein kénnte, wenn es sich jeweils um verschiedene 
Sorten von Granula handelte. Wir haben hier somit den ersten Anhalts- 
punkt, dafs unsere in vivo durchgefiihrte Indophenolblau-Reaktion nicht 
einfach irgendwelche lipoidreichen Reservestoff-Aggregationen anfirbt. 

Weiterhin ist bekannt, daB die sauerstoffiibertragenden Enzyme der 
Hefeatmung adaptiven Charakter besitzen, d.h. bei Sauerstoffzutritt 
nach langerer Kultur in O,-armem Medium die zuniichst giirenden Zellen 
erst nach einer mehrere Stunden wihrenden Ubergangszeit der Adapta- 
tion zur Atmung tibergehen (LInDERSTROM-Lane@ 1940; Eparusst 1952, 
Stontmmsky 1953). Wenn der Ausfall der Indophenolblau-Reaktion als 
Indicator des physiologischen Zustandes der Hefezelle dienen kann, 
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dann miiBte das fiirberische Verhalten der Granula bei einer untergarigen 
Hefe in dem etwas anaeroben Charakter tragenden Wiirzemedium, ferner 
auf Agar und beim Durchperlen von Sauerstoff in Wiirzemedium sich 
unterscheiden. Dies ist tatsiachlich bei der untergiirigen Bierhefe der Fall, 
indem desto mehr Napr-positive Zellen vorhanden sind, je sauerstoff- 
reicher die unmittelbare Umgebung der Zellen ist (Bautz u. Mar- 
QUARDT 1953b). Im hier vorgelegten experimentellen Teil konnten wir 
dazu ergiinzen, da nur Zellen mit blau gefarbten Granula haufiger auf- 
treten, wihrend weder mit noch ohne Sauerstoff Zellen mit leuchtend 
blau gefarbten Granula vorhanden sind. Bei der auch im flissigen 
Medium atmenden Rhodotorula rubra vermag Sauerstoffzufuhr im’ Nor- 
malfall weder an der Atmung noch an dem Prozentsatz Napt-positiver 
Zellen Wesentliches zu andern. 

Wir haben somit nachgewiesen, dai experimentelle Eingriffe an der 
Atmung — ihre Herauf- oder Herabsetzung — eine gleichsinnige Ver- 
schiebung des Prozentsatzes Napt-positiv reagierender Zellen bewirken. 

Wenn so tatsachlich die Aktivitaét sauerstoffiibertragender Fermente 
mit dem positiven Ausfall der Indophenolblau-Reaktion gekoppelt ist, 
dann mite sich dies auch bei einer reversiblen Blockierung der At- 
mungsfermente durch Atmungsgifte zeigen. Entsprechende Versuche mit 
Kaliumcyanid, Natriumacid und Monojodacetat lieBen erkennen, daB 
dieser Effekt tatsaichlich eintritt, indem der Prozentsatz Nap1-positiver 
Zellen fast auf Null zuriickgeht und im Riicksetzversuch erst nach 
24 Std der normale Wert zuriickkehrt (MarquarRpT u. Bautz 1954). In 
der gleichen Weise wirkt auch Phenylurethan, ein Narkoticum (MArR- 
QUARDT 1954). 

Aus dieser Serie von Versuchen folgt daher zwingend, dai der Hin- 
wand, iiber die positive oder negative Reaktion entscheide die bald 
erdBere, bald geringere Permeation der einzelnen Zellen einer Population, 
nicht aufrechterhalten werden kann. Ebensowenig ist es wahrscheinlich, 
da8 funktionell gleichgiiltige Lipoidgranula derartig differenziert und 
dem Atmungsverhalten parallel reagieren kénnten. 

Durch einen weiteren experimentellen Ansatz kann unsere Interpre- 
tation ebenfalls gestiitzt werden: Es laiBt sich der Gehalt an den ver- 
schiedenen Cytochromen absorptionsspektroskopisch in den _leben- 
den Hefezellen feststellen. So enthailt unsere untergirige Bierhefe, in 
Bierwiirze gezogen, eine eben noch nachweisbare Menge der drei Cyto- 
chrome. Kultivieren wir sie auf Agar oder sittigen wir die Wiirze mit 
Sauerstoff, so steigt in beiden Fallen der Gehalt an Cytochrom ec, bei O,- 
Zufuhr auch die Menge des Cytochroms b, deutlich an (BauTz u. HAGEN 
1954). 

Untersuchen wir Rhodotorula rubra, so finden wir mehr an Cyto- 
chromen als selbst bei der Bierhefe unter O,-Zufuhr, ganz entsprechend 
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dem Charakter der Rhodotorula als einer atmenden und der Saccharo- 
myces als einer vorwiegend girenden Form. 

Eine von uns isolierte, aber instabile ,,Mutante“ der Rhodotorula rubra 
erwies sich zunichst als vollstandig Napi-negativ; in einer wenige Tage 
alten Kultur treten aber durch ,,Riickmutationen“ wieder Nap1I-positive 
Zellen auf (BauTz u. MarquaRDT 1954), so da% wir fiir unsere Spektro- 
skopie eine Population mit bereits wieder 20% Navt-positiven Zellen 
verwenden muBten. In einer 5%igen Suspension lassen sich keinerlei 
Banden erkennen, in einer 15°%igen Suspension beginnt die Cytochrom 
a-Bande schwach sichtbar zu werden, waihrend die b- und e-Banden hier 
durch den roten Farbstoff der Hefen itiberdeckt werden, so daB sich nichts 
Sicheres tiber sie aussagen laBt (BauTz u. HaGEN 1954). 

Es zeigt sich somit, daB zunachst innerhalb der Art Rhodotorula ein 
deutlicher Zusammenhang zwischen dem Gehalt an Cytochromen und 
dem Ausfall der Indophenolblau-Reaktion besteht. Dasselbe gilt auch 
bei dem Vergleich der atmenden Rhodotorula und der vorwiegend giren- 
den Saccharomyces cerevisiae; bei geringer Cytochrom-Menge in den 
Zellen erhalten wir nur eine blaBblaue Farbung, bei hoherer Konzentra- 
tion dagegen den tiefblauen Farbton. Dies gilt jedoch nur von der in- 
takten Zelle; stellen wir unter den tiblichen VorsichtsmaBregeln aus der 
vorwiegend atmenden Biackerhefe (Nr. 365 SrynerR) eine ,,Mitochon- 
drienfraktion‘‘ her, dann farbt sie sich bei der Nap1-Reaktion — ganz 
unabhangig von dem Ergebnis in vivo — in wenigen Minuten leuchtend 
dunkelblau (Bautrz 1955). 

An dieser Stelle wird somit besonders augenfillig, wie wenig aus Re- 
aktionsergebnissen an Fraktionen auf den physiologischen Zustand in 
der lebenden Zelle geschlossen werden darf. Der eben erwahnten, mit den 
Mitteln der Biochemie gewonnenen Aussage, da S. cerevisiae Cyto- 
chrome besitze, stehen ja die vielfiltig differenzierten Ergebnisse iiber 
die jeweilige Stoffwechselsituation unserer Hefen mit Hilfe der in vivo 
durchgefiihrten Napr-Reaktionen gegeniiber. 

Die auffiallige Parallelitiit zwischen Ausfall der Indophenolblau-Far- 
bung und dem Cytochromgehalt der Zelle kénnte zu dem Schlusse fiihren, 
die Cytochrome der Hefezelle seien ausschlieBlich auf den von uns an- 
gefiihrten Granula lokalisiert; dies um so mehr, als ja die Biochemie sie 
an Plasmapartikel mikroskopischer Gré8enordnung gebunden fand. 
Sicherlich besteht diese Méglichkeit, aber ebenso sind andere kompli- 
ziertere nicht ausgeschlossen. 

Im Anschlu8 an die Ergebnisse bei héheren Pflanzen und an diejenigen 
GUILLIERMONDs (1923) bei der Hefe fand Bautz (1955a) neben den bisher 
behandelten Granula mit Mitochondrienfunktion in der Hefe noch zar- 
tere, meist stabchenférmige Plasmastrukturen, welche sich neben den 
Granula mit Mitochondrienfunktion vor allem mit Janusgriin-B darstellen 
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lassen und auch bei anderen Asco- und Basidiomyceten meist sogar 
deutlicher beobachtet werden kénnen (Bautz 1955 c). Diese beiden Ele- 
mente im Cytoplasma unterscheiden sich in Lichtbrechung und cyto- 
chemischem Verhalten so weitgehend voneinander, da8 die mit Janus- 
grin-B darstellbaren, zarten Strukturen von zahlreichen Autoren als echte 
Mitochondrien, die kugeligen, von uns beobachteten Granula aber als 
Sphaerosomen bezeichnet worden sind (vgl. die Zusammenfassungen von 
PERNER 1953 und Bavurz, im Druck). Der Name ,, Sphaerosomen‘’ und 
der von uns bisher gebrachte Begriff ,,Granula mit Mitochondrienfunk- 
tion“ bedeuten somit dasselbe. 


Unter dem Hindruck dieser Befunde halten wir es aber fiir méglich, 
da8 eventuell die sauerstoffiibertragenden Cytochrome nicht nur in den 
Sphaerosomen lokalisiert sein kénnten, sondern auch in den Janusgriin- 
positiven Mitochondrien; von ihnen ware dann das gebildete Indo- 
phenolblau an die in den Sphaerosomen reichlich vorhandenen Lipoide 
abgegeben worden. Dieser Gesichtspunkt ist neuerdings von dem einen 
von uns (BauTz 1955 c) nachdriicklich herausgehoben worden. Die positive 
oder negative, mit dem Funktionszustand der Cytochrome eng verkniipfte 
Indophenolblau-Reaktion der Granula mit Mitochondrienfunktion 
(Sphaerosomen) wiirde in diesem Fall lediglich die sekundiare Folge einer 
Indophenolblau-Bildung der ,,echten‘‘ Mitochondrien sein. 


Unsere Versuche sind nicht so beschaffen, daB wir diese noch offene 
Frage klar beantworten kénnen. Es mu wohl auch noch an anderen 
Objekten mehr iiber diese beiden Erscheinungsformen cytoplasmatischer 
Strukturen bekannt werden. 


2. Indophenolblaufdrbung und Atmung. 


Unter den im Vorhergehenden erwahnten Versuchen war der unmittel- 
bare Zusammenhang zwischen dem Ausfall der Nap1-Reaktion einerseits 
und dem Funktionszustand sowie der Menge der Cytochrome anderer- 
seits augenfillig, sofern wir diese Reaktion in vivo und nicht an der 
,,Mitochondrienfraktion“ durchfiihrten. Es liegt daher nahe, unter dem 
Eindruck dieser Gleichlaufigkeit vereinfachend zu sagen, positive N apt- 
Reaktion zeige bei der Hefezelle Atmung, negative Reaktion dagegen 
fehlende Atmung und damit Garung an. Hierzu kénnte uns die starke 
Reaktion der atmenden Rhodotorula auf der einen Seite und die wesent- 
lich schwichere der vorwiegend garenden Saccharomyces-Arten auf der 
anderen Seite ermutigen. 

Tatsachlich warnen uns aber einige unserer Ergebnisse, allzu rasch zu 
urteilen: Vor allem liegen bei den garenden Saccharomyces-Arten die 
Prozentsatze Napt-positiver Zellen auffallig hoch, bei zahlreichen Stim- 
men sogar nahezu in der Gré8enordnung der Rhodotorula, obwohl die 
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Zellen sicherlich nur schwach oder gar nicht unter unseren Kultur- 
bedingungen atmen. 

Vor dem AbschluB stehende spezielle Versuchsreihen, um den Zu- 
sammenhang zwischen Indophenolblau-Reaktion und AtmungsgréBe zu 
klaren, unterstreichen die zu machenden Vorbehalte (GREVE unver- 
éff.). Ohne daB wir diese Ergebnisse vorwegnehmen wollen, miissen wir 
hier darauf hinweisen, da die Intensitat der Atmung nicht allein von 
der Konstitution einer Hefe und von der Sauerstoffzufuhr, sondern ebenso 
von anderen Bedingungen abhingt, wie sie in den Kulturmedien her- 
gestellt werden kénnen, und ferner, da wesentlicher als der Prozentsatz 
von positiv reagierenden Zellen der Prozentsatz der Zellen mit tiefblauer 
Farbung ist. 

Wir konnen daher abschlieBend tiber die Indophenolblau-Reaktion wie 
folgt urteilen: Die Hefen reagieren nicht einfach positiv oder negativ, 
sondern abgestuft von ungefarbten Granula tiber blaBblau gefarbte bis 
zu intensiv tiefblau reagierenden Granula. Sofern wir unsere Zellen in 
bestimmten Kulturmedien- und Bedingungen halten, laBt sich von dem 
Ausfall der Indophenolblau-Reaktion bindend auf die GréBenordnung 
der Atmung schlieBen. Setzen wir dagegen ohne Riicksicht auf die Kultur- 
bedingungen und auf den Farbton die positive Nap1-Reaktion mit vor- 
herrschender Atmung gleich, dann sind schwere Irrtiimer nicht ausge- 
schlossen. 


Zusammenfassung. 


1, Durch Versuche und Vitalbeobachtung wurden 35 min nach Beginn 
einer EKinwirkung des Nap1-Reagens (x-Naphthol und Dimethyl-p-phen- 
ylendiamin in wiBriger Lésung bei px 6,8—7,0) die ersten toxischen 
Effekte auf die Zellen von Saccharomyces cerevisiae und Rhodotorula rubra 
erfaBt. Das Ergebnis einer Indophenolblaufarbung in vivo wurde daher 
zwischen 23 und 30 min nach Versuchsbeginn ermittelt. 


2.17 Stiimme von SV. cerevisiae, ferner je ein Stamm von S. chevalieri, 
Schizosaccharomyces mellacei, Willia anomala und Rhodotorula rubra, in 
Bierwitrzemedium 2 Tage kultiviert, sind der Indophenolblau-Reaktion 
unterworfen worden. Die Werte positiver Reaktion lagen in der Regel 
zwischen 20 und 90%. 


3. Die Indophenolblau-Reaktion ergibt in vivo deutlich verschiedene 
Blauténe; wir haben eine blaBblaue, blaue und leuchtend dunkelblaue 
Farbung unterschieden und die Hefen danach gruppiert. 

4. Das Ergebnis der Napr-Reaktion unter normalen Kulturbedingun- 
gen und der Sporulation ist bei den verschiedenen Hefen nicht korreliert. 

5, Auch innerhalb eines Hefestammes zeigen die einzelnen Zellen einen 
verschiedenen Blauton; bei der untergiirigen Bierhefe herrscht unter 
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Normalbedingungen die blaBblaue Farbung vor, der tiefblaue Farbton 
fehlt ; unter O,-Einwirkung verschiebt sich der Schwerpunkt auf die blaue 
Farbe. Bei Rhodotorula rubra andert die O,-Zufuhr nur begrenzt den 
Prozentsatz von Zellen mit den verschiedenen Farbtoénen, sofern nicht 
_ Ausnahmeverhiiltnisse vorliegen und erst nach O, die sonst normal vor- 
handenen Prozentsitze erreicht werden. 


6. Wahrend Rhodotorula rubra sich in 2 Jahren kaum gegeniiber der 
Napt-Reaktion verandert hat, ist unsere untergiirige Bierhefe von stark 
negativer Reaktion zu einer vorwiegend positiven Reaktion iibergegan- 
gen. 

7. Es werden die in fritheren Arbeiten nur kurz dargestellten experi- 
mentellen Ergebnisse diskutiert, nach denen ein enger Zusammenhang 
zwischen dem Cytochromsystem und dem Ausfall der in vivo durch- 
gefiihrten Navi-Reaktion besteht. 


8.Im Hinblick auf noch nicht veréffentlichte Ergebnisse wird vor 
einer Gleichsetzung positiver Reaktion mit Atmung der Zellkolonien ge- 
warnt. Ei derartiger Schlu8 ist nur bei Beachtung des in vivo eintreten- 
den Farbtons und unter definierten Kulturbedingungen sicher zu ziehen. 


Mit Untersttitzung der Deutschen Forschungsgemeinschaft. 
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Uber die proteolytische Aktivitit von Aspergillus niger 
und ihre Beeinflussung durch Spurenelemente. 


I. Die Aspergillus niger-Proteinase. 


Von 
G. GORBACH und O. G. Kocu. 


Mit 12 Textabbildungen. 
(Hingegangen am 16. Juli 1955.) 


Obwohl Fermente von Mikroorganismen in zahlreichen Arbeiten unter- 
sucht wurden, ist iiber die proteolytischen Fermente der Pilze noch ver- 
haltnismaBig wenig bekannt. Was man bisher tiber diese Fermentgruppe 
wei, stammt von Praparaten zum GroBteil tierischen, zum geringeren 
Teil pflanzlichen Ursprungs und nur in wenigen Fallen von Mikroorga- 
nismen (LASKOwSKI 1950, Bauus u. JANSEN 1952). Grundlegende Arbei- 
ten wurden mit Bakterienproteinasen durchgefiihrt, den Enzymen der 
Schimmelpilze wurde jedoch weniger Aufmerksamkeit geschenkt; die 
nicht sehr zahlreichen Untersuchungen dariiber befassen sich hauptsiach- 
lich mit Aspergillus- und Penicilliwm-Arten. 


Die Gewinnungsart der Pilzproteasen bei solchen Untersuchungen war im einzel- 
nen verschieden. So wurde zur Gewinnung der Proteasen das frische Mycel von 
Penicillium- und Aspergillus-Arten eluiert (BERGER, JOHNSON u. PETERSON 1935, 
1937) oder von Pen. roqueforti trockenes Mycelpulver verwendet (THIBODEAU u. 
Macy 1942). Bei der Untersuchung einer Reihe von Pilzen durch Extraktion ihrer 
Kleiekulturen fanden andere Forscher, daB die Aspergillen proteolytisch am aktiv- 
sten waren (AYRES u. Toxpre 1943). Dion (1950a) fand bei einer gréBeren Zahl von 
Pilzen in Submerskultur nur wenige mit einer hohen proteolytischen Aktivitiat. 
Gute Proteasebildner waren Gliocladium roseum, Alternaria tenuis, Chaetomium, 
Sordaria, Epicoccum, Rhizoctonia und Streptomyces. Im Gegensatz zur hohen proteo- 
lytischen Aktivitaét in Oberflachenkultur bildeten die untersuchten Aspergillen und 
Penicillien in Submerskultur nur geringe Proteasemengen. Die mit dieser Methode 
festgestellten Proteasebildner stammten aus den verschiedensten Pilzgruppen, wobei 
innerhalb ein und derselben Species Stémme vom nichtproteolytischen bis zum 
proteolytisch hochaktiven Typ vertreten waren. Dies ist mit den Ergebnissen von 
Le Mensez, Corman, Lanen u. LANGLYKKE (1947), daB Aspergillen einer Species 
in ihrem Vermégen, Amylasen zu bilden, stark variierten, vergleichbar. Auch bei der 
yon anderen Forschern (DworscHAck, KorpsELy u. Lacopa 1952) durchgefiihrten 
Untersuchung einer gréBeren Zahl von Pilzen der Species Asp. flavus-oryzae in 
Submerskultur fand man nur einen Teil davon mit hoher proteolytischer Aktivitat 
bei einem pg-Optimum von 7,5. MaxweEtt (1950) erzielte mit Asp. flavus-oryzae auf 
gedampfter Weizenkleie die héchsten Ertrage an extracellularen Proteasen bei deut- 
licher Abhangigkeit hinsichtlich der Aktivitat vom verwendeten Pilzstamm. Mit der 
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gleichen Aspergillus-Art konnten auf einem modifizierten Raulinnahrboden fast 
ebenso hohe Proteaseertrage wie auf Weizenkleie erzielt werden (MAXWELL 1952a). 
Die dabei gebildete Protease war ein Gemisch von drei verschiedenen Proteasen mit 
pu-Optima von 4,5, 6,0—7,0 und 8,5 (CREWTHER u. LENNOX 1953 a, b, ¢). 

Bei danischen Bodenpilzen zeigten hohe proteolytische Aktivitat Citromyces 
glaber, Actinomyces griseus, Fusarien, Mucoraceen und einige Penicilliwm-Arten 
(JENSEN 1931). Bei der Submersziichtung von Aspergillus, Sordaria, Streptomyces, 
Gliocladium, Mortierella, Neurospora und Alternaria wurde das Proteasemaximum 
nach 2 bis 5 Tagen erreicht (Dion 1950b). Die untersuchten Pilze bendtigten fiir eine 
optimale Wirkung eine leicht verwertbare Kohlenstoffquelle in Verbindung mit 
einem eigenen Proteinsubstrat. Wahrend dies mit den Ergebnissen von JENSEN 
(1931) iibereinstimmt, konnte von anderer Seite festgestellt werden, daB in ruhenden 
Kulturen von Aspergillus niger die Kohlenstoffquelle keinen EinfluB auf die Protease- 
bildung hatte (WaKsMAN 1918). Nur Streptomyces war in der Lage, auch mit Natrium- 
nitrat als Stickstoffquelle Proteasen in fast gleicher Menge zu bilden wie mit Protein- 
stickstoff. Andere Forscher erzielten jedoch von Aspergillus oryzae einen hohen 
Ertrag an proteolytischen Enzymen auf einem rein synthetischen Nahrboden, so 
daB Protease enthaltende Kristalle isoliert werden konnten (CREWTHER u. LENNOX 
1950). Bei Oberflichenkulturen ist das Maximum an Enzymen im Mycel zur Zeit der 
Sporulation vorhanden (BERGER, JOHNSON u. PETERSON 1937). Nach anderen 
Forschern verschwanden alle Enzyme bald nach der Sporenbildung aus dem Mycel, 
so da8 die Bestimmung der Proteasen im Mycel aus diesem Grunde zu Fehlresultaten 
fiihren kénne (OsHima u. CHuRcH 1923). In Submerskultur, wo keine Sporulation 
stattfindet, war das Maximum an extracellularer Proteasekonzentration bei nach- 
lassendem Wachstum erreicht (Dion 1950b). Die Proteasen der submers geziichteten 
Pilze Alternaria tenuis, Streptomyces sp., Mortierella sp. und Gliocladium roseum 
waren dem Trypsin ahnlich: pq-Optimum bei 7,3 und Hemmung mit Eialbumin 
(McConneEtt 1950). Demgegeniiber zeigen friihere Arbeiten gré8ere Differenzen 
beim py-Optimum: 5,3—7,0 (Mycelpulver aus Penicillium roqueforti) (THIBODEAU 
u. Macy 1942); neutral bis schwach sauer (OsHmmA u. CHURCH 1923, MaxwrELL 
1952b); um 7,0 (BERGER, JOHNSON u. PETERSON 1937). Untersuchungen an frischem 
Mycel von Pen. notatum aus Oberflichenkultur auf CzaprK-Dox-Nahrboden er- 
gaben fiir die Proteasen die py-Optima von 5,8 und 6,4—6,8 (ITo 1950a, b). Dem- 
gegentiber fand man im Kulturfiltrat einer Penicillium-Art eine Protease mit einem 
pu-Optimum von 7,6—8,0 (Masupa 1948). 

Uber den EinfluB der Nihrbodenzusammensetzung auf die Proteasebildung von 
Schimmelpilzen ist noch relativ wenig bekannt. Bei Pen. roqueforti wurde erhéhte 
Mycelausbeute und erhéhte Aktivitat von Protease bei Ersatz des Natriumnitrats 
durch Ammoniumnitrat im CzareK-Nahrboden beobachtet (NAYLOR, WEIBROTH 
u. CoLLINs 1930). Auch fiir Pen. thomii Maire wird bessere Verwertung des Ammo- 
nium-Stickstoffs im Vergleich zum Nitrat-Stickstoff angegeben (KREUTZFELDT- 
PLATHE 1939). Trichoderma und Zygorrhynchus kénnen Proteine und Aminosiuren 
als gemeinsame Kohlenstoff- und Stickstoffquelle ausniitzen (WAKSMAN u. Loma- 
niTZ 1925). Penicilliwm- und Aspergillus-Arten bilden in Oberflachenkultur proteo- 
lytische Enzyme auf einem rein synthetischen Nahrboden, der Ertrag ist jedoch viel 
groBer, wenn sie auf einem Proteinsubstrat wachsen (WaKsMaNn 1918, Tazawa, 
OKUNUKI u. URusHima 1947, Masupa 1948). 


Die in der Literatur gebrachten Ergebnisse sind, wie man sieht, ein- 
ander oft widersprechend, was wohl auf die Verschiedenartigkeit der 
angewandten Kultur- und Versuchsbedingungen, Bestimmungsmethoden 
und schlieBlich auf die Variabilitit der Pilzstimme zuriickzufihren sein 
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wird. Wie wenig iiber die Proteasen einer einzigen Pilzart bekannt ist, 
wird erst deutlich, wenn man beispielsweise die an Asp. niger durch- 
gefiihrten Untersuchungen herausgreift. Die vorliegende Arbeit soll daher 
unsere Kenntnisse auf diesem Gebiete erweitern. 


Methodik. 
1. Kulturbedingungen. 


Kin aus Erde isolierter Stamm von Aspergillus niger van Tieghem wurde in 
Oberflachen- und Submerskultur auf 100 ml Nahrlésung in 500 ml Erlenmeyer- 
Kolben im Thermostaten bei 26° C geziichtet. Die Kulturdauer betrug bei den Ober- 
flachenkulturen 5 Tage, bei den Submerskulturen 48 Std. Fiir letztere wurde ein von 
uns entwickeltes (Depic u. Kocu 1955), auf dem Magnetprinzip arbeitendes Riihr- 
werk verwendet. Da dieses in jedem Thermostaten oder Brutschrank aufstellbar ist, 
so kénnen bei beiden Kulturformen sonst véllig gleiche Kulturbedingungen einge- 
halten werden. 


2. Impftechnik. 
Die Nahrlésung wurde stets mit 5 - 10° Conidien mittels einer Suspension (5 - 106 
Conidien/ml, in = KH,PO,/K,HPO,-Pufferlésung, auf px 6,0 eingestellt) beimpft, 


die mit einer 8 Tage alten Bierwiirze-Schragagarkultur hergestellt wurde. Die Ein- 
stellung erfolgte durch mikroskopische Auszaéhlung in der THomaschen Zahlkammer 
mittels Phasenkontrast. Um eine Degeneration des Pilzes zu verhindern, aktivierten 
wir den Asp. niger in Zeitabsténden von 4 Wochen durch Passage tiber die Nahr- 
bodenreihe: Bierwiirzeagar, Kartoffel, Karotte, Schwarzbrot und Bierwiirzeagar. 


3. Néhrbéden. 
Wir verwendeten hauptsichlich die Nahrbéden nachfolgender Zusammensetzung : 


GorpacH-Mryver (GM)-Nahrlésung: 10,0 g Glucose reinst, wasserfrei, DAB 6, 
1,0 g Bacto-Pepton (Difco), 0,1157 g K,HPO, p. a., 0,0455 g KH, PO, p. a., 0,0360 g 
MgSO, - 7 H,0 p. a., 0,0116 g NaCl p. a., 0,0055 g CaCl, sicc. p.a., mit dest. Wasser 
auf 100 ml auffiillen (GorBAcH, VicaRt u. Depic 1952). — Bei Versuchen mit ge- 
anderter Stickstoffquelle ersetzten wir das Pepton im GM-Nahrboden durch Gela- 
tine (1%), Casein (1%), Trockenmagermilchpulver (3%), Blutfibrin (1%), Trocken- 
eipulver (1%) oder Ammoniumnitrat (1%). 

Bierwtirze (BW): 1 Teil ungehopfte Bierwiirze + 2 Teile Leitungswasser. Zu- 
sammensetzung der ungehopften Bierwiirze 12° Balling: Rohmaltose (Maltose, 
Glucose, Fructose) 60—68%, Rohrzucker 5—8%, Pentosane 2—4%, Dextrine 
18—25%, Roheiwei8 4—-6%, Asche 2% (FRrrmpRicH 1947). 

Nahrlésung nach Lennox: 4g Saccharose p.a., 3,0g K-Na-tartrat p.a., 
1,100 g NH,Cl p. a., 0,300 g K,HPO, p.a., 0,050 g MgSO,-7 H,0 p. a., 0,002 g 
FeSO,-7H,0 p.a., 10y Zn als ZnSO,, mit dest. Wasser auf 100 ml aufgefiillt und 
mit HCl auf px 6,0 eingestellt (MAXWELL 1952a). 

Gedampfte Weizenkleie: Verschiedener Kleieanteil: 40, 20, 10, 5 und 1g 
Weizenkleie in insgesamt 100 g Gesamtnahrboden (Beispiel: Weizenkleie 40/60 setzt 
sich zusammen aus 40 g Weizenkleie und 60 ml dest. Wasser). 

Bei Versuchen mit Nahrbéden abweichender Zusammensetzung ist dies an der 
entsprechenden Stelle besonders angegeben. Alle verwendeten Nahrbéden wurden 
im Autoklaven 30 min bei 0,3 Atm. sterilisiert. 
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4. Die Bestimmung der proteolytischen Aktivitat. 


Die Aktivitatsbestimmung erfolgte sowohl im Kulturfiltrat als auch im Mycel. 
Hierzu wurde nach bestimmter Kulturdauer das Kulturfiltrat durch ein Filter de- 
kantiert und das Filtrat dem Fermentansatz zugefiihrt. Das mit dest. Wasser ge- 
waschene Mycel wurde in einer Reibschale mit Seesand zerrieben und 6 Std mit 
einer bestimmten Menge Thymolwasser bei py 7,0 eluiert [1/; der Flissigkeitsmenge 
war Veronalnatrium/Natriumacetatpuffer nach MicHaELis (BOMER u. Mitarb. 1935) 
von px 7,0]. Fir eine quantitative Bestimmung und einen Vergleich der Proteinase- 
menge im Mycel mit jener im Kulturfiltrat mute die aus dem Mycel eluierte 
Proteinase in einem der Nahrlésungsmenge, auf der das Mycel gewachsen war, 
gleich groBen Fliissigkeitsvolumen enthalten sein. Die Berechnung der Eluatmenge 
erfolgte durch Trockengewichtsbestimmung des Mycels mit einem aliquoten Teil 
davon unter Abzug der durch das feuchte Mycel eingebrachten Fliissigkeitsmenge. 
Um die Filtrationszeiten abzukiirzen, eluierten wir nur mit dem halben berechneten 
Fliissigkeitsvolumen und fiihrten dem Fermentansatz dementsprechend nur halb 
soviel Fermentlésung zu. 


a) Fermentansatz. 


Fiir die Bestimmung der proteolytischen Wirksamkeit von Kulturfiltrat und 
Myceleluat verwendeten wir als Spaltsubstrat Gelatine und das in Tab. 1 wieder- 
gegebene Ansatzschema. 


Tabelle 1. Fermentansatzschema. 


Kulturfiltrat- Myceleluat- 


Lésungen : % 
ansatz, in ml ansatz, in ml 


Gelatinelésung (8%ig) . . 10 10 
Veronal/Acetatpufferlosung 


nach MICHAELIS... . 6 6 
Hnzymicsungh ee cen 4 2 
dest? ‘Wasser? 4 eeniten — 2 


Alle hier verwendeten Lésungen wurden mit Thymolwasser hergestellt. Als Reak- 
tionsgefaBe dienten Reagensgliser (2 em @, 18 cm lang) mit etwa 60 ml Inhalt, die 
mit frisch ausgekochten Korkstopfen verschlossen waren. Nach guter Durchmischung 
jedes Fermentansatzes wird sofort nach Zusatz der Fermentlésung ein aliquoter 
Teil zur Nullwertbestimmung entnommen und die Ansiatze in den Thermostaten 
gegeben. Parallel hierzu liefen Blindwerte fiir die Gelatine- bzw. Fermentlésung 
allein, die bei der Auswertung in Abzug gebracht wurden. Die Gelatinespaltung 
wurde, wenn nicht besonders angegeben, bei py 4,90, 40° C und einer Dauer von 
48 Std durchgefiihrt. 


b) Bestimmung. 


Das Ausma8 der Gelatinespaltung bestimmten wir mit Hilfe der Formoltitration. 
Titriert wurde in Mikrobechern (45 ml Inhalt) mit einer Halbmikrobiirette (10 ml 
Inhalt, 0,05 ml-Einteilung) nach dem Watrotxschen Prinzip, wodurch Triibungen 
und Eigenfarbungen der Probe kompensiert werden kénnen. 

Reagentien: 1. Formollésung (1000 ml 35% iger Formaldehyd + 50 ml 1%ige 
alkoholische Phenolphthaleinlésung, in weiBer Flasche mit n-NaOH auf schwach 
rosa eingestellt und im Dunkeln aufbewahrt). — 2. n/20 NaOH. — 3. 1% ige alkoho- 
lische Phenolphthaleinlésung. — 4. Citronensiure-Phosphat-Natronlaugepuffer- 
lésung px 9,2 (35,7 g Citronensiure und 22,64 g KH,PO, in 500 ml dest. Wasser 
gelést, mit 2,5 n NaOH auf px 9,2 eingestellt). 
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Die Titration fiihrten wir folgendermaBen durch: 5 ml Formollésung im Mikro- 
becher vorgelegt, 5 ml Probelésung hinzugefiigt und mit n/20 NaOH bis zum Um- 
schlag des Phenolphthaleins titriert. Der Umschlag wird mit einer Vergleichslésung 
in einem zweiten Mikrobecher verglichen. Vergleichslésung: 10 ml Citronenséure- 
Phosphat-NaOH-Pufferlésung, px 9,2, und 1—2 Tropfen Phenolphthaleinlésung. 
Auf diese Weise wird der Nullwert bestimmt und die Titration in entsprechenden 
Zeitabstanden wiederholt. Aus den Titrationsdifferenzen wird auf das AusmaB 
des Gelatineabbaues geschlossen. 


c) Hinheitenbestimmung. 

Die auf diese Weise festgestellten proteolytischen Aktivititen sollten bei den 
quantitativen Untersuchungen in bekannten Einheiten ausgedriickt werden. Bei 
der Wahl einer geeigneten Einheit war fiir uns maBgebend, daB die Methode einfach 

und leicht reproduzierbar sein sollte. 


a Von diesem Gesichtspunkt aus wahlten 
| wir die FuLp-Gross-Trypsineinheit 
10 ; ; (F.G.T.-Einheit). Als  Vergleichs- 
baal standardpraparat verwendeten wir 
| ‘i : 
G8 
Ob} 1 ml | fi | 
z= zi 
SS be GE) ae f vT 
nad Lutesancet ! Myzeleleat 
SIS oP eG S 0} — + 
G2 Soo ae x = were 
rape INS) 
fs IS Q2 
glee 
7 J 10 
saa L J 0 = 
0 CSP 40 2 ETT ile SUSI aes 27. 
Fuld -bross—Trypsineinherten —— ree 
Abb. 1. Gelatinespaltung durch Trypsin. Abb. 2. Der EinfluB des py-Wertes auf die 


Fermentansatzbedingungen: py 8,0, 38°C, 48 Std. Aktivitit der Asp. niger-Proteinase im Kultur- 
filtrat und Myceleluat von einer Weizenkleie 
5/95-Oberflachenkultur. 


Trypsin, Merck, dessen Aktivitat (25000 F.G.-Hinheiten/g) nach der FuLp-GRoss- 


- Methode (Gross 1908, Beramann u. Meyer 1908) bestimmt wurde. Die in Abb. 1 


dargestellte, nach dem oben beschriebenen Fermentansatzschema mit diesem 
Trypsinpraparat durchgefiihrte Gelatinespaltung diente als Hichkurve, mittels der 
die Starke der von Asp. niger dargestellten Fermentpraparate in F.G.T.-Einheiten 


ausgedriickt wurde. : 
Die pa-Messungen erfolgten auf potentiometrischem Wege und die Werte sind 


auf 18° C korrigiert. 
Alle Ergebnisse tiber die proteolytische Aktivitat von Asp. niger sind Mittelwerte 


aus mehreren Bestimmungen. 
Ergebnisse. 
1. Die optimalen Fermentansatzbedingungen. 
a) Das pa-Optimum. 
Als Ausgangsmaterial fiir die entsprechenden Versuche dienten Asp. 
niger-Oberflachenkulturen von Weizenkleie 5/95, von Bierwiirze und 


GM-Nahbrlésung. In Abb. 2 sind die Aktivitatskurven des Kulturfiltrates 
und Myceleluates der Weizenkleiekultur wiedergegeben. Die Kurven der 
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anderen beiden Nahrbéden zeigten den gleichen Verlauf und das gleiche 
pu-Optimum. Demnach liegt das px-Optimum bei px 4,8—5,0. Die 
hdhere Aktivitat des Myceleluates gegeniiber dem Kulturfiltrat war 
ebenfalls allen drei Niihrbéden gemeinsam. Die verschiedene Zusammen-. 


Tabelle 2. Der Hinflup des Néhrbodens auf die proteolytische Aktivitat von Kulturfiltrat 
und Myceleluat von Asp. niger-Oberflichenkulturen (bet pu 4,90 im Fermentansatz). 
Birds aa er ie ne ee ee ee 


| ml n/20 NaOH 


Fermentlésung 
| GM-Nihrlésung BW-Nahrlésung | Weizenkleie 5/95 
Kulturfiltrat . 2... . | 0,20 | 0,27 / 0,50 
Myceleluat:. © 29) 00... | 0,25 | 0,31 0,77 


setzung der Nahrbéden machte sich aber, wie dies aus Tab. 2 zu ent- 
nehmen ist, in den verschieden hohen Aktivitiaten bei pp 4,90 bemerkbar. 
Die Fermentpraparate von Weizenkleie 5/95 zeigen demnach die héch- 
ste, diejenigen von GM-Niahrlésung die geringste Aktivitat. 


b) Das Temperaturoptimum. 

Es wurden die gleichen Nahrbéden wie im vorigen Abschnitt verwen- 
det. In Abb. 3a und b ist der Einflu8 der Temperatur im Fermentansatz 
auf die Aktivitat von Kulturfiltrat und Myceleluat der Oberflachenkultur 
auf Weizenkleie 5/95 dar- 
gestellt. Die Ergebnisse der — 
anderen beiden Nahrbéden — 
zeigten das gleiche Bild, 
nur wieder mit geringerer 
Aktivitat. Aus den Kur- 
ven geht hervor, daB 30° C 
fiir die volle Entfaltung der 
Proteinaseaktivitaét noch zu 
gering sind, wihrend sich 
bei 50° C eine teilweise und — 
bei 60° C bereits eine fast 
wwe W www @  Vollstindige Inaktivierung 

Temperatur—— Temperatur—— bemerkbar macht. Das 
Abb. 3. Der HinfluB der Temperatur auf die Aktivitit der Temperaturoptimum aller 
Asp. niger-Proteinase im Myceleluat (a) und Kulturfiltrat + : 

(b) von einer Weizenkleie 5/95-Oberfliichenkultur. Fermentlésungen liegt also 

bei 40°-C. Es wurden da- 


her alle weiteren Fermentansitze bei dieser optimalen Temperatur 
durchgefiihrt. 


J0 


c) Das Zeitoptimum. 
In Abb. 4a und b ist der zeitliche Verlauf der Gelatinespaltung durch 
die Proteinase im Kulturfiltrat und Myceleluat von Weizenkleie 5/95 
(Oberflichenkultur) wiedergegeben. Die Versuche mit den Fermentprapa- ; 
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raten von BW- und GM-Nihrlésung zeigten das gleiche Bild, jedoch mit 
abnehmender Aktivitit. Aus Abb. 4a und b ergibt sich eine relativ opti- 
male Spaltdauer von 48 Std. Innerhalb dieser Zeitspanne nimmt naimlich 
die Spaltung, vor allem im optimalen pg- und Temperaturbereich, noch 
merklich zu. Danach aber 
werden die Spaltungs- 
werte immer _ kleiner. 
Dies veranschaulicht noch 
deutlicher Abb. 5, die den 
Spaltungserad, d. h. ml 
n/20 NaOH/ Zeiteinheit 
(10 Std- bzw. 24 Std-In- 
tervalle), fiir das Mycel- 
eluat von Weizenkleie 
5/95 zeigt. 

Die optimalen Ferment- 
ansatzbedingungen — sind 
also bei py 4,90, 40° C 
und 48 Std Spaltdauer 
erreicht. Diese wurden 
bei allen weiteren Unter- 
suchungen eingehalten. 


Laan 


¢ ° * ’ 0 ao YQ 60 Std 
a alle Spaltiter 
Kulturbedingungen 
a g g Abb. 4. Die Zeitabhaingigkeit der Gelatinespaltung durch 
von A Sp. niger. die Asp. niger-Proteinase im Myceleluat (a) und Kultur- 
5 = a filtrat (b) von einer Weizenkleie 5/95-Oberflichenkultur. 
Die Erzielung einer 


hohen Proteinasebildung Ob 7 | 


¢ ‘ L 
durch Asp. niger ist unter t je 2 Eee 
(14 ——— — = printer = 
anderem auch von den = | 
Kulturbedingungen ab- 2 


| 
| 
7 
i 


hangig. Wir untersuchten 


daher die Beziehungen 0 D Ww m0 Sid a0 

zwischen Ziichtungszeit Jpaltdaver —— 

und -temperatur und der Abb. 5. Die Spaltungsrate je Zeiteinheit von Gelatine 
e a durch die Asp. niger-Proteinase im Myceleluat von einer 

Proteinasebildung. Weizenkleie 5/95-Oberfliichenkultur. 


a) Die optimale Kulturdauer. 


Zu diesen Versuchen verwendeten wir auf den Nahrbéden Weizenkleie 
5/95 und GM geziichtete Oberflichenkulturen. Gepriift wurde der zeit- 
liche Verlauf des py-Wertes, des Mycelertrages und der proteolytischen 


Aktivitaét von Myceleluat und Kulturfiltrat. Die Ergebnisse der Weizen- 
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kleie 5/95-Kultur sind in Abb. 6 wiedergegeben. Der pu-Wert fallt bei 
steigender Kulturdauer bis zum 7. Tag fast linear auf 2,8 ab, um dann 
wieder anzusteigen und in derselben Zeitspanne den Ausgangswert wieder 
zu erreichen. Das Mycelgewicht erreicht am 11. Kulturtag sein Maxi- 
mum. Die proteolytische Aktivitat des Kulturfiltrates ist anfangs ge- 
ringer als die des Myceleluates. Die Aktivitaét des ersteren steigt vom 3. 
zum 4. Tag rasch an, nimmt dann bis zum 11. Tag relativ wenig zu, um 
dann mit beginnender Autolyse wieder rascher anzusteigen. Das Mycel- 

eluat erreicht seinen héch- 


Be 60 ‘| kh ae ‘oe sten proteolytischen Wert 
tak 1H ao ae We ~{ am 5. Kulturtag, fallt bis 
a—« Myzeltrocken-y _# zum 6. Tag bedeutend ab, 

wr Ba | re <—— gewioht fk bleibt bis zum 11. Tag kon- 
wil 50 §, AS stant, um dann in analoger 
gta is | 1 Weise kraftig anzusteigen. 
3 er 40 £08 Aus dem Gesamtbild geht 
Rs & | daher deutlich hervor, daB 
¥ nach laingerer Kulturdauer 


autolytische Prozesse be- 
ginnen. Diese scheinen in 


O10 Ge! i 
2. 4 +6 8  # ‘lage geringem Mae nach dem 
Kilturdauer —= 7., in stirkerem AusmaB 
Abb. 6. nach dem 11. Tag einzu- 
Der Einflu8 der Kulturdauer auf die Proteinasebildnug von Cr: : 8 «e 
Asp. niger in Oberflachenkultur auf Weizenkleie 5/95. setzen. Sie sind auch auber- 


’ lich erkennbar an der Be- 
schaffenheit der Kultur selbst. Nach 2 Tagen war das Mycel diinn und 


weich, im Alter von 5 Tagen weiB, fest und elastisch, verhirtete sich in der 
Folgezeit, um nach 11 Tagen weich, schwammig und braun verfirbt zu sein. 

Die gebildeten Proteinasemengen in F.G.T.-Einheiten fiir das Gesamt- 
kulturfiltrat von 100 ml Kulturlésung, fiir das Gesamtmycel, fiir die 


Tabelle 3. Der Hinflup der Kulturdauer auf die durch Asp. niger in Oberflichenkultur 
auf Weizenkleie 5/95 gebildeten Proteinasemengen. 
SSS 


Rulturdauers |. 4 _Proteinasemenge in F.G.T.-Einheiten 
au tagen ay Te Gesamtmycel Gesamtkultur | je Gramm 
Trockenmycel 

@) = oo a 
3 7,5 13 20,5 35 
4 20 33 aye 66 
5 22,5 38 60,5 56 
6 25 18 43 24 
8 45 18 63 14 

11 60 19 79 13 

15 170 45 215 35 
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Gesamtkultur (“Summe aus Gesamtkulturfiltrat und -mycel) und der 
Proteinasegehalt/g Trockenmycel sind in Tab. 3 veranschaulicht. 

Der Proteinasegehalt des Kulturfiltrates nimmt mit steigender Kultur- 
dauer stetig zu. Der Gehalt des Gesamtmycels erreicht am 5. Tag seinen 
héchsten Wert, fallt dann ab und steigt erst am 11. Tag wieder an. 
Daraus ergibt sich fiir die Gesamtkultur am 5. Tag ein Maximalwert an 
Proteinase, der danach etwas absinkt, um aber bald wieder zuzunehmen 
und nach dem 11. Tag 
stark anzusteigen. Ein _%% 4 4 ] PS 
richtiges Bild iiber die ne oo Wie ityeceluat ai { 


Verhaltnisse hinsichtlich ee 
a—=« Myzeltrockeny 


der Proteinasemengen in “#F 44 16-7 gewicht + 

einer Kultur zeigt jedoch | / 

erst deren Berechnung je ap He a ; 

Gramm Trockenmycel, da | 10-| 60-S 12 a —H 
sich ja wahrend fortge- — |p, S | 
setzter Kulturdauer das 5 Ae ars A / i pi! 
Mycelgewicht stindig an- ®& yg, yl Nyg / ; 


dert. Es zeigt sich, daB 
am 4.Tag ein maximaler 4 44 
Gehalt an proteolytischen 
Fermenten je Gramm 


O2\- 20 


S 


4 
f 
| 


aS Anca 


Trockenm reicht is OL ol. a2 Y 
kenmycel erreicht ist. yb 8 @ 12 Plage 
Nach dem 5. Tage nimmt Kulfurdaver—— 

der Gehalt stark ab. Erst Abb. 7. Der Hinflu8 der Kulturdauer auf die 


Proteinasebildung von Asp. niger in Oberflaichenkultur 


vom 11. Tage an ist wie- auf GORBACH-MBYHR-Nihrldsung. 


der, wohl infolge der 

Autolyse, ein Anwachsen der Fermentmengen festzustellen. Erst diese 
MeBmethodik la8t erkennen, wann die fiir die praktische Gewinnung 
wichtigen proteolytischen Fermente im Héchstgehalt auftreten. Das 
nach dem 11. Tag beobachtete Wiederansteigen des Gehaltes durfte 
fiir eine Gewinnung wenig Interesse erwecken, da hier ein Ferment- 
gemisch mit hohem Gehalt an Fermenten, die vorwiegend niedermoleku- 
lare EiweiBbausteine abbauen, neben reichlich Ballaststoffen vorliegt. 
Somit ist die Beziehung der Proteinasemenge auf die Gewichtseinheit 
Trockenmycel besonders wichtig. 

Die entsprechenden Untersuchungen mit GM-Nahrlésung sind in 
Abb. 7 dargestellt. Mit zunehmender Kulturdauer sinkt der pu- Wert 
stetig. Das Mycelgewicht erreicht auch hier am 10. Tag sein Maximum, 
in guter Ubereinstimmung mit Weizenkleie 5/95. Die proteolytische 
Aktivitat von Kulturfiltrat und Myceleluat verliuft nahezu gleich, zeigt 
am 5. Tag ihr Maximum, um nach dem 10. Tag einen Nullwert zu er- 
reichen. Im deutlichen Gegensatz zu Weizenkleie 5/95 tritt hier auch bis 

ie 
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zu 14 Tagen Kulturdauer keine Autolyse ein. Im Aussehen der Kultur 
waren zu diesem Zeitpunkt keine Besonderheiten zu beobachten. Die 
berechneten F.G.T.-Einheiten (Tab. 4) zeigen alle bei einem Kulturalter 
von 5 Tagen einen Héchstwert, um danach abzusinken. Im Vergleich zu den 
Ergebnissen auf Weizenkleie 5/95 sind diese Werte wesentlich geringer. 


Tabelle 4. Der HinfluB der Kulturdauer auf die durch Asp. niger in Oberflachenkultur 
auf GM-Ndhrlésung gebildeten Proteinasemengen. 


Kulturdauer Proteinasemenge in F.G.T.-Einheiten 
rae arty | Gesamtmycel Gesamtkultur ie aN 

0 == sek — —_— 
2 0 0 0 0 
4 5 6 ll 7,5 
5 ll 13 24 ll 
6 5 7,5 12,5 5 
8 3 7,5 10,5 4 

10 0 5 5 2,5 

14 0 0 0 0 


b) Die optimale Ziichtungstemperatur. 


Zur Feststellung der optimalen Ziichtungstemperatur geniigte es, auf 
Grund der im vorhergehenden Abschnitt ermittelten Ergebnisse, bei 
einer Ziichtungszeit von 3, 4 und 5 Tagen die verschiedenen Tempera- 
turen naher zu untersuchen. Die entsprechenden Versuchsreihen wurden 


Oe, 
mb 
N 
S 4 8 
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Ris iS 
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wo 2 °C iO 


A é 2 26°C 30° 

wchtungstemperaur Lichtungstemperator Lichturgstemperatur 

Abb. 8. Der EinfluB der Ziichtungstemperatur auf Abb. 9. M i 

; ; i 3 . 9. Mycelbildung (0) und py-Verlauf 

die Proteinasebildung von Asp. niger im Kultur- bei Asp. niger in Abhingigkeit von yy 

filtrat (a) und Mycel (6), Oberflichenkultur auf Ziichtungstemperatur. Kulturdauer: 
Weizenkleie 5/95. 3 Tage—— ~—, 4 Tage —-—, 5 Tage 


an Oberflachenkulturen auf Weizenkleie 5/95 durchgefiihrt. Wie die Er- 
gebnisse in den Abb. 8a und b und 9 zeigen, betragt die optimale Ziich- 
tungstemperatur 26° C, 


Uber die proteolytische Aktivitat von Aspergillus niger. 275 


Nach dem bisher Geschilderten sind die fiir eine maximale Proteinase- 
bildung durch Asp. niger in Oberflaichenkultur erforderlichen optimalen 
Kulturbedingungen: 4—5 Tage Kulturdauer bei 26° C, so da8 alle weite- 
ren Ziichtungen bei dieser Temperatur durch 5 Tage liefen. 


3. Der Hinflup von CaCO,-Zusatz zur Néhrlosung. 


Nach Dron (1950a, b) und McConnetx (1950) konnten im Kulturfiltrat von 
Submerskulturen keine Proteasen festgestellt werden, wenn der py-Wert 4 im 
Kulturmedium wahrend der Kulturzeit unterschritten wurde. Anscheinend ist das 
Fehlen der Proteasen, im Zusammenhang mit ihrer Empfindlichkeit gegen pg- 
Anderungen, auf die zu hohe Aciditat des Kulturmediums zuriickzufiihren. Durch 
Zusatz von 1% BaCO;, CaCO, oder MgCO, konnte von den Verfassern das px iiber 
5 gehalten und gleichzeitig ein erhéhter Proteasenertrag erzielt werden. Die Steige- 
rung des Proteasenertrages von den genannten Verfassern betrug beispielsweise bei 
Ghocladium 15%, bei Aspergillus sp. 91% und bei Streptomyces 150%. 

Wie aus den bisherigen Ausfiihrungen der vorliegenden Arbeit hervor- 
geht, ist die proteolytische Aktivitaét der Kulturfiltrate sowohl von GM- 
als auch von BW-Kulturen gering. Es wurde daher in diesem Zusammen- 
hang der Versuch unternommen, durch Zusatz von 1°% CaCO, einen er- 
hohten End-py-Wert und damit gegebenenfalls eine erhéhte proteoly- 
tische Aktivitaét der Kulturfiltrate zu erreichen. In dieser Versuchsreihe 
wurden die Nahrboden GM und BW in Oberflachen- und Submerskultur 
jeweils mit und ohne 1% CaCO;-Zusatz untersucht... Der CaCO;-Zusatz 
erfolgte durch Zufiigen von sterilem CaCO, zur sterilen Nahrlésung. Wie 
Tab. 5 zeigt, konnte tatsachlich durch einen Zusatz von CaCO, zur Nihr- 


lésung der po-Wert tiber 4,0 gehalten werden. 


Tabelle 5. Der HinfluB von 1% CaCO,-Zusatz auf den End-py-Wert der Oberfldchen- 
und Riihrkulturen von Asp. niger in GM- und BW-Nahrlésungen. 


GORBACH-MEYER-Nahrlésung Bierwitirze-Nahrlésung 
See Oberflachenkultur : Rithrkultur Oberflaichenkultur Ritihrkultur 
in Tagen 1% a 1% 7m 1% 1% 
t CaCO, | CaCO, CaCO, CaCO; 
0 6,30 | 6,50 6,30 6,50 6,30 6,50 6,30 6,50 
2 4,30 5,70 4,40 5,70 
5 2,90 4,70 3,90 5,70 


Zwar verursachte der CaCO,-Zusatz bei der Oberflachenkultur auf 
GM-Niahrlésung eine starke Verminderung der Sporulation; eine Er- 
héhung der proteolytischen Aktivitaét des Kulturfiltrates durch den 
CaCO,-Zusatz konnte aber bei beiden Kulturformen nicht beobachtet 
werden. Auch bei BW-Nahrlésung bewirkte der CaCO,-Zusatz keine 
Steigerung des Proteinasenertrages im Kulturfiltrat beider Kulturformen. 
Daraus kann geschlossen werden, daB CaCO, keine fordernde Wirkung 
auf die Proteinasebildung von Asp. niger, auch nicht indirekt durch Ver- 
hinderung einer erhéhten Aciditat der Kulturlosung, austbt. 
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4. Der EinfluB verschiedener Stickstoffquellen und Néhrbéden 
auf den Proteinaseertrag von Asp. niger. 

Im Hinblick auf die geringe proteolytische Aktivitaét der Kulturen auf 
GM- und BW-Nahrlésung untersuchten wir die Méglichkeit der Ertrags- 
steigerung an Proteinase durch Variation der Stickstoffquelle im GM- 
Nahrboden. Daneben ziichteten wir noch auf den bereits beschriebenen 
Niihrbéden nach Lennox und der Weizenkleie, als auch auf Sulfitablauge 


und Hefeabfall. 

Die Sulfitablauge wurde mit CaCO, im UberschuB versetzt, eine halbe Stunde bei 
0,3 Atm. autoklaviert und danach filtriert. Dadurch stellte sich der pq-Wert aus 
dem stark sauren Bereich auf 6,1 ein. Das Filtrat wurde 1:1 mit Leitungswasser 
verdiinnt und darin die Salze des GM-Nahrbodens mit Ausnahme der Glucose auf- 
gelost (Stickstoffquelle 1% NH,NO,). 

Der von der Sulfitablaugevergirung stammende Hefeabfall wurde auf px 5,0 
eingestellt, 250 ml davon mit 1 g Papain (1 Kinheit/35 mg), Merck, versetzt und in 
einem 500 ml Erlenmeyer-Kolben im Riihrwerk bei 35° C, 240 U/min, unter Toluol 
verdaut. Die Verdauung wurde taglich mikroskopisch verfolgt. Nach 4 Tagen wurde 
abermals 1 g Papain zugesetzt. Am 5. Tag war die Hefe vollkommen verdaut. Das 
Papain wurde anschlieBend durch einstiindige Erhitzung im Dampfschrank zerstért, 
dann zu je 90 ml dieser Lésung 10 g Glucose zugesetzt, autoklaviert und wie iiblich 
weiter verarbeitet. Die Bestimmung der proteolytischen Aktivitaét des zur Ver- 
dauung verwendeten Papains erfolgte nach der von Batts, SWENSON u. STUART 
(1935, 1936, 1938) beschriebenen Methode. 


Die in Tab. 6 zusammengefaBten Ergebnisse zeigen, da die Kultur- 
filtrate von den in Oberflichenkultur gepriiften Nahrbéden bis auf 


Tabelle 6. Der Einflup verschiedener Stickstoffquellen und Ndhrbéden 
auf die proteolytische Aktivitdt von Asp. niger in Oberfldchenkultur 


| Mycel- ~ ml n/20 NaOH / F.G.T.-Einheiten 
Nahrboden i oats Kultur- | etek! Mycel- Gesamt- | Gesamt- jeg 
filtrates filtrat | eluat kultur- mycel | Trocken- 
ing filtrat mycel 
Bierwiirze . . .| 1,3310 | 2,54 | 0,11 OSL 12,5 9 
GM-Pepton. . .| 1,0050 2,84 0,16 0,13 8 4 | 4 
GM-Gelatine . .| 0,6497 3,68 0,27 O39 8) 13 13 20 
GM-Casein. . .| 0,8985 3.2 0,14 0,70 | 7 53 59 
GM-Trocken- | 
Wilehies \<s.s} 0j/5404-) 48,84 4° 0,22 [1° 0,33 4) aena 12--af ~ ge 
GM-Blutfibrin .) 0,2556 3320 0,34 0,13 Lies 4,5 17 
GM-Trockenei .| 0,1555 | 3,56 | 0,12 | — 6 — = 
GM-NH,NO, . .| 3,1260 | 1,42 0,00 | 0,71 0 59 19 
LENNOGsries uci lL o420) 4,14 0,10 | 0,60 | 5 37 28 
Weizenkleie 40/60, — — 8,65 200.000 
| (Gesamtkultur) 
xf 20/80) — 3 1,92 4000 
| (Gesamtkultur) 
Pe 10/90) 1,5570 3,76 0,70 1.14.) 463 175 117 
ra 5/95, 0,6867 Sia. 0,42 0,04 ah ee 22 44 64 
Sulfitablauge . .| 0,2345 | 4,50 0,00 — 0 — um 
Hefeabfall . . . | kein Bewuchs 
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Weizenkleie 10/90 keine bemerkenswerten Proteinasemengen enthalten. 
Anders ist es mit dem Proteinasegehalt im Mycel. Ausgesprochen hohe 
Werte sind auf Weizenkleie 40/60 bzw. 20/80 erzielbar. Danach sind noch 
gute Proteinasegehalte in abnehmender Menge festzustellen bei Weizen- 
kleie 10/90, GM-NH,NO,, GM-Casein, Weizenkleie 5/95 und Lennox. 
Beriicksichtigt man bei der Auswertung den Proteinasegehalt je Gramm 
Trockenmycel, so stehen alle Weizenkleienahrbéden an erster Stelle, 
gefolgt ausschlieBlich von GM-Casein. Die bei den verschiedenen Nihr- 
béden zu beobachtende héhere Proteinasebildung ist wohl auf Adapta- 
tion zuriickzufiithren. 


Tabelle 7. Der HinfluB verschiedener Stickstoffquellen und Néhrbéden 
auf die proteolytische Aktivitdt von Asp. niger in Submerskultur. 


| Mycel- ees mln/20 NaOH |F.G.T.-Hinheiten 
Nahrboden | trockengewicht | es 

| * = t Kulturfiltrates l eedaralerad fe ag 
merwurze fj... . . | CHAOS - 4,40 0,20 10 
M=Pepton e220 oe | 0,5122 | 4,30 0,20 10 
GM-Gelatine .. .... | 0,1425 | 304m 0,19 ORD 
eMieCasein > 3 5-0 0,4300 3,40 0,16 8 
GM-Trockenmilch. . . | 0,2810 | Beles 0,12 | 6 
GMeaBhithibrin - 3." . | 0,1350 3,66 0,19 9,5 
PC VENE NOS). «et. 0,1210 3,85 | 0,00 | 0 
NINO Xho, ce ot 0,0805 | 5,01 0,12 6 
Weizenkleie 5/95 . . . | — | 5,65 0,22 Wi) 
Weizenkleie 1/99 . . . | = | 5,03 0,30 15 
Sulfitablauge. . . . . = 5,30 0,11 5,5 
Hefeabfall. . . . . . | kein Bewuchs 


Auch beim Submersverfahren (Tab. 7) zeigen die Weizenkleienahr- 
béden die héchsten Ertrage. Der Proteinasegehalt liegt jedoch in fast 
allen Fallen niedriger als im Oberflichenverfahren, weshalb die Submers- 
kultur fiir weitere Untersuchungen ausschied. 


5. Die Temperaturstabilitat der Asp. niger-Proteimase. 

Um zu priifen, in welchem Ausma8 die Proteinase wahrend der Spalt- 
versuche durch die Temperatur inaktiviert wird, wurde Myceleluat des 
Mycels von Weizenkleie 5/95- und BW-Kulturen bei 30, 40, 50 und 
60° C durch 48 Std im Thermostaten aufbewahrt und anschlieBend damit 
die tiblichen Fermentansatze durchgefiihrt: 


a) bei den analogen Temperaturen, d. h. 
Myceleluat von 30° bei 30° C Ansatztemperatur (Kurve a) 


” » 40° + 40°C ” 
» » 50° » 50°C ” 
” G07, 72 60" C ” 


b) die Myceleluate der vier Aufbewahrungstemperaturen 30, 40, 50 und 60° C, 
alle bei 40° C im Fermentansatz gepriift (Kurve 6). 
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Die Ergebnisse fiir das Myceleluat von Weizenkleie 5/95 sind in Abb. 10 
wiedergegeben. Der Kurvenverlauf der Versuche mit BW-Mycel war der 
gleiche, nur die Aktivitat entsprechend niedriger. Zum Vergleich wurde 
in die Abbildung die Temperaturoptimumkurve der unbehandelten Aus- 
gangslésung bei 48stiindiger Spaltdauer mit eingezeichnet (Kurve c). 

Der Unterschied zwischen der Kurve c und den beiden Kurven a und b 
und damit die Inaktivierung der Proteinase waihrend des 48stiindigen 
Fermentansatzes ist betrachtlich. Es ist jedoch dabei zu beriicksichtigen, 


10 
mL 


#5 Na0H—= 
= 


S 
N 


WO 00°C 
Spoltremperatul.—~— 
Abb. 10. Die Temperaturinaktivierung der Asp. 
niger-Proteinase im Myceleluat von einer Weizen- 
kleie 5/95-Oberflichenkultur. a temperaturvorbe- 
handelte Fermentlésung (von den Temperaturen 
30, 40, 50 und 60° C bei denselben Spalttempera- 
turen); b temperaturvorbehandelte Fermentlésung 
(von den Temperaturen 30, 40, 50 und 60° C bei Abb. 11. Die Inaktivierung der Asp. 
40° C Spalttemperatur) ; c temperaturunbehandelte niger-Proteinase bei verschiedenem py- Wert. 
Fermentlésung. 


dafs die bei 30, 40, 50 und 60° C behandelten Myceleluate dann wihrend 
des darauffolgenden Fermentansatzes weiterhin inaktiviert werden, so 
dafi die Inaktivierung wiahrend eines normalen Fermentansatzes tat- 
sichlich nicht so grof ist wie die in der graphischen Darstellung auf- 
scheinende Differenz. Beim Vergleich der Kurven a und 6 sieht man, 
daB der 30°-Wert von a geringer ist als von b. Dies stimmt mit den bis- 
herigen Ergebnissen tiberein, wonach die Gelatinespaltung in der Zeit- 
einheit bei 30° C geringer als bei 40° C ist. Die 40°-Werte der beiden 
Kurven sind natiirlich identisch, da ja die Ansatztemperatur bei beiden 
Kurven 40° C betriigt. Die 50°- und 60°-Werte von a schlieBlich sind 


geringer als von 6, weil bei diesen Temperaturen die Inaktivierung bereits 
groBer als bei 40° C ist. 


JO 


Pu—— 


6. Die py-Stabilitét der Asp. niger- Proteinase. 
Um bei lingerer Aufbewahrung der Fermentlésung den Einflu8 des 
pu-Wertes zu kennen, war es notwendig, die py-Stabilitat der Proteinase 
festzustellen. Da hierfiir das Arbeiten mit einer hochaktiven Ferment- 
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l6sung besonders giinstig erschien, fiihrten wir diese Versuche mit einem 
aus Weizenkleie 40/60 (Oberflachenkultur) hergestellten Eluat durch. 

Fermentansatz. Das Eluat auf pu 3, 4, 5, 6, 7 und 8 eingestellt, 2 Std im 
Thermostaten bei 30° C gehalten, dann auf pu 4,90 eingestellt (die Verdiinnung bei 
allen py-Stufen korrigiert) und die Aktivitat auf iibliche Weise gepriift. 

Abb. 11 veranschaulicht die dabei erzielten Ergebnisse. Daraus geht 
hervor, daB die Proteinase bei px 5,0 am bestandigsten ist. Somit ist der 
pu-Wert der gré8ten Stabilitat mit demjenigen der optimalen Wirksam- 
keit der Proteinase identisch. Dies deckt sich nicht mit einer Feststellung 
von anderer Seite (Dron 1950a, b; McConneLt 1950), wonach diese 
pu-Werte verschieden sein sollen. In diesem Zusammenhang konnten 
wir feststellen, daB die Fermentlésung, auf py 5,0 eingestellt, im Kihl- 
schrank sogar tiber eine lingere Zeit hinweg ohne merkliche Abnahme 
ihrer Aktivitét aufbewahrt werden kann, wie dies aus Tab. 8 ersicht- 
lich ist. 


Tabelle 8. Aktivitdtsabnahme der Asp. niger-Proteinase im Eluat einer Oberflichen- 
kultur auf Weizenkleie 40/60, bei lingerer Aufbewahrungsdauer und pr 5,0. 


Aufbewahrungsdauer ml n/20 NaOH Proteolytische Aktivitat Aktivitatsabnahme 
in Tagen in % in % 
0 7,53 100 0 
23 7,27 96,5 3,5 


7. Hemmung der Asp. niger- Proteinase durch Komplexbildner. 


Die Frage des Einflusses von Komplexbildnern schien von Interesse 
zu sein, da sie’ Riickschliisse auf eine mégliche Aktivierung der Proteinase 
durch Metalle erlaubt. Indem die Metalle durch diese Reagentien als 
Komplexe gebunden werden, scheiden sie fiir eine mégliche Ferment- 
aktivierung aus. Die Versuche wurden mit einem Eluat einer auf Weizen- 
kleie 40/60 geztichteten Oberflaichenkultur durchgefihrt. 

In die in itiblicher Weise hergestellten Fermentansaétze wurden die 
Komplexbildner in fester Form zugegeben. Daneben wurde zum Ver- 
gleich ein Normalansatz mit der gleichen Fermentlésung ohne Komplex- 
reagens durchgefihrt. 

In Tab. 9 sind die Versuchsergebnisse zusammengefaBt. Natrium- 
Diathyldithiocarbamat und Chinaldinsiure wurden ebenfalls gepriift, 
konnten aber wegen ihrer Zersetzung wahrend des Fermentansatzes nicht 
ausgewertet werden. Die Reagentien wurden in zwei in der Ferment- 
chemie iiblichen Konzentrationen gepriift. Dabei zeigt sich, wie zu er- 
warten, da bei hdherer Konzentration auch eine erhéhte Ferment- 
hemmung auftritt, die aber nicht bei allen Reagentien der Konzentra- 
tionserhéhung proportional ist. Bei 10~* molarer Konzentration eigen 
Kupferron und gleich danach Kaliumeyanid die héchste Wirkung. Es 
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folgen in gréBerem Abstand mit abnehmender Wirkung: Ammonium- 
tartrat und Oxin, danach fast gleich wirksam Ammoniumrhodanid und 
Natriumfluorid. Keine Hemmwirkung iibt Thionalid aus. Aus den Er- 
gebnissen kann auf eine gewisse Aktivierung der Proteinase durch 
Metalle geschlossen werden. 


Tabelle 9. Hemmung der Asp. niger-Proteinase durch Komplexbildner. 
Fermentlisung: Eluat einer Weizenkleie 40/60-Oberflachenkultur. 


| Hemmung in Prozent, 
ml n/20 NaOH |  bezogen auf ml n/20 NaOH 
Nr. Komplexbildner | | des Normalwertes in Nr. 8 
10-*m | 10%m | 10%m 10-?>m 
1 | 8-Oxychinolin 7,50 | 4,30 0 41 
YAP Metter Hila aes es Beate oe 7,50 1,20 0 0 
3 | Kupferron . Aras 6,96 | 1,86 8 74 
4 | Kaliumeyanid . . Hh: 7,24 2,36 4 68 
5 Agianmuchodand ae TAly 4) «4:38 1 33 
6 | Ammoniumtartrat. .. . 1.20) ty Get1S: 4 42 
7 | Natriumfluorid .. . , 7,05 | 5,06 6 30 
8 |‘Optimaler Neruatanestt ; Fs Oct aria bl a a 


8. Die quantitative Erfassung der Proteinasebildung 
von Asp. niger. 

Die Untersuchungen tiber den Proteinasegehalt des Mycels wurden 
durch einmaliges Eluieren durchgefiihrt. Fiir eine quantitative Aussage 
liber die gesamte im Mycel enthaltene Proteinasemenge war es notwen- 
dig, festzustellen, wieviel Prozent dabei herauseluiert werden. Wie in 
Tab. 10 gezeigt ist, konnte durch wiederholte Eluierung desselben Mycels 
unter gleichen Bedingungen ermittelt werden, da beim ersten Eluieren 
75% der gesamten Proteinasemenge bereits herausgelést werden. Die 
durch einmaliges Eluieren erhaltene proteolytische Aktivitait in F.G.T.- 
Kinheiten muB daher um die fehlenden 25° korrigiert, d.h. um ein 
Drittel erhoht werden. 

Die quantitative Bestimmung der gebildeten Proteinasemengen fithr- 
ten wir unter den ermittelten optimalen Fermentansatz- und Kultur- 
bedingungen mit auf GM- und Weizenkleie 5/95-Nahrmedien geziichteten 
Oberflaichenkulturen durch. Die erhaltenen Werte sind in Tab. 11 zu- 
sammengefabt. 


Tabelle 11. Die von Asp. niger-Oberflichenkulturen im Kulturfiltrat und Myceleluat 
gebildeten Proteinasemengen. 


| Mycel- | se deg | I n/20 NaOH F.G.T,-Einheiten 
Niihrboden trocken~ | J uitur-| nee | mer 
5 | rid ultur-| Kultur-| Mycel- |Gesamt-|Gesamt-|Gesamt-| je g 
| filtrates) fitrat | eluat | kultur-| mycel | kultur |Trocken- 
| filtrat | mycel 
Gorsacu-Mryer .| 1,1830 | 2,76 | 0,23 | 0,25 | 11 17) 198 | 14,5 
Weizenkleie 5/95 0,6852 | 3,30 | 0,42 | 0,56 | 22,5 48 70,5 | 69,5 


Uber die proteolytische Aktivitaét von Aspergillus niger. 281 


Man sieht, da die Weizenkleie 5/95-Kultur rund 3mal soviel Pro- 
teinase wie die GorBAcH-Mryer-Kultur enthilt und daB der Gehalt je 
Gramm Trockenmycel bei ersterer 5mal so groB ist. Bei beiden Kulturen 
zeigt sich im Kulturfiltrat eine geringere Menge an Proteinase als im 
Mycel. Bei der GorBacH-Meyer-Kultur sind im Kulturfiltrat 40% und 
im Mycel 60%, bei der Weizenkleie 5/95-Kultur im Kulturfiltrat 30° 
und im Mycel 70% der gesamten Proteinasemenge enthalten. 


9. Herstellung von Fermentpréparaten. 


In der Folge wurde die Méglichkeit der Herstellung von Ferment- 
praparaten hoherer Aktivitat gepriift. 


a) Trockenmycelpulver. 


Das dazu erforderliche Mycel wurde in groBen Petrischalen (19,8 em Durch- 
messer, 5 cm Hohe) unter optimalen Bedingungen und dem gleichen Oberflachen- 
Volumenverhaltnis (= 0,72) auf 427 ml Weizenkleie 5/95 in Oberflachenkultur ge- 
ziichtet. Der vergréBerten Nahrbodenmenge entsprechend wurde mit der 4,27 fachen 
Menge an Conidiensuspension beimpft. Die weitere Verarbeitung des Mycels er- 
folgte nach der Acetonmethode (Bamann u. MyrBAck 1940/41). 


Tabelle 12. Die proteolytische Aktivitdt des Trockenmycelpulvers von Asp. niger. 


aa nec hone | ml n/20 NaOH F.G.T.-Einheiten | F.G.T.-Einheiten/g 
I 
5 | 0,18 | 0,35 | 70 


| 


Tab. 12 zeigt, daB das auf diesem Wege hergestellte Trockenmycel- 
pulver einen Gehalt von durchschnittlich 70 F.G.T.-Einheiten/g auf- 
weist, was in guter Ubereinstimmung mit dem aus dem Myceleluat berech- 
neten Gehalt von 69,5 F.G.T.-Einheiten/g 
Trockenmycel steht. 


b) Anreicherung der Asp. niger- Proteinase 
durch Zerschiumung. 


Die hier verwendete Apparatur und die 
Arbeitsweise sind die gleichen, wie sie von 
uns mit Erfolg zur Anreicherung von Bak- 
terienlipasen (GoRBACH, DEpDIC u. LORENZ 
1955) verwendet wurden. Die Ausfiithrung 
des Gerites ist in Abb. 12 schematisch 
wiedergegeben. Zur Zerschaumung verwen- : 
deten wir ein Eluat, welches durch Elu- MAE Ria ee 
ieren einer unter den gleichen Bedingungen B, C, D Glasteile. 
wie im vorigen Abschnitt auf Weizen- 
kleie 40/60 geziichteten Oberflachenkultur gewonnen worden. war (Hluat- 
menge 427 ml). Dem Fermentansatz wurde von der Ausgangslésung bzw. 


Presslutt 
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vom Zerschiiumungskonzentrat je 1 ml zugefiigt. Aus Tab. 13 ersieht man, 
daB durch Zerschiumung eine AktivititserhGhung von 10% erreicht 
werden konnte. 


Tabelle 13. Anreicherung der Asp. niger-Proteinase durch Zerschéumung. 


Fermentlésung | ml n/20 NaOH | crest | Te eee 
Ausgangslésung ..... 4,15 0.39 | 10 
SOROS nee ee sey oe 4,54 f 

Zusammenfassung. 


Das Studium der Proteinasebildung von Aspergillus niger van Tieg- 
hem in Oberflichen- und Submerskultur brachte folgende Ergebnisse: 

1. Die optimalen Fermentansatzbedingungen mit Gelatine als Substrat 
sind: py 4,90, 40° C und 48 Std Spaltdauer. 

2. Die optimalen Kulturbedingungen fiir eine maximale Proteinase- 
bildung in Oberflichenkultur sind 5 Tage Kulturdauer bei 26° C. 

3. Ein Zusatz von CaCO, zur GorBACH-MEYER- oder Bierwiirze-Nahr- 
lésung zeigte sowohl in Oberflichen- als auch Submerskultur keine 
steigernde Wirkung auf den Proteinasegehalt, wahrend in der Literatur 
Gegenteiliges berichtet wird. 

4, Hinsichtlich des Einflusses verschiedener Naihrbéden in Oberflachen- 
und Submerskultur konnte mit Weizenkleie der héchste Proteinasegehalt 
erzielt werden. 

5. Die Bestimmung der Temperatur- und pq-Stabilitit zeigte, daB die 
Proteinase mit steigender Temperatur stetig mehr inaktiviert und bei 
px 5,0 am wenigsten geschadigt wird. Die Fermentlésung ist bei diesem 
pu-Wert bei 0° C langere Zeit haltbar. Nach 3 Wochen Aufbewahrung 
bei px 5,0 und 0° C sinkt die Aktivitét um 3%. 

6. Die quantitative Bestimmung der in Oberflichenkultur gebildeten 
Proteinase im Kulturfiltrat und Mycel ergab, ausgedriickt in FuLp-Gross- 
Trypsin-Einheiten (F.G.T.-Einheiten), folgende Proteinasemengen: 

GorBACH-Mryerr-Nahrlésung: Kulturfiltrat 11, Mycel 17, Gesamt- 
kultur 28, Gehalt je Gramm Trockenmycel 14,5; 

Weizenkleie 5/95: Kulturfiltrat 22,5, Mycel 48, Gesamtkultur 70,5: 
Gehalt je Gramm Trockenmycel 69,5. 

Demnach sind bei der GorBAcH-MryErR-Niahrlésung im Kulturfiltrat 
40%, im Mycel 60%, bei Weizenkleie 5/95 im Kulturfiltrat 30°% und im 
Mycel 70% der gesamten Proteinasemenge enthalten. 

7. Trockenmycelpulver als Dauerpriparat von einer auf Weizenkleix 
5/95 geziichteten Oberflichenkultur zeigte einen Gehalt von 70 F.G.T.’ 
Einheiten/g. 

8. Die Anreicherung der Proteinase durch Zersch’umung ergab eine 
Aktivitatssteigerung von 10%. 
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Uber die proteolytische Aktivitaét von Aspergillus niger 
und ihre Beeinflussung durch Spurenelemente. 


II. Der Einflu8 der Spurenelemente Zink, Mangan und Eisen. 


Von 
G. GORBACH und 0. G. Kocu. 


Mit 10 Textabbildungen. 


(Lingegangen am 16. Juli 1955.) 


Aus zahlreichen Arbeiten, von denen im folgenden nur auf die aia 
Frage berithrenden eingegangen sei, wissen wir, daB die Spurenelemente 
in starkem Mae das Wachstum, die Conidien- und Farbstoffbildung 
usw., aber auch den Stoffwechsel und den Ertrag der Stoffwechselend- 
produkte beeinflussen bzw. die Richtung des Stoffwechselverlaufes 
andern kénnen; in diesem Falle spricht man dann von einem ,,shunt‘‘- 
Stoffwechsel. In der letzten Zeit geht man aber immer mehr dazu iiber, 
die Wirkung der Spurenelemente auf die Fermentaktivierung und Fer- 
mentbildung zu studieren. Riickblickend kann man somit im Laufe der 
Zeit eine Entwicklung von empirischer Feststellung zum Erkennen der 
Zusammenhange zwischen Spurenelementen und biologischem Ge- 
schehen verfolgen. 

Von einer gréBeren Zahl von Fermenten wissen wir, daB sie durch 
Spurenelemente aktiviert werden. Die Spurenelemente wirken dabei 
entweder in fester oder lockerer Bindung mit dem Ferment. Fast alle 
Erkenntnisse beziiglich der spezifischen Funktionen der Spurenelemente 
stammen von isolierten Enzymsystemen tierischer Gewebe und von Hefe, 
aber nur zu einem geringen Teil von Bakterien. Nur wenig ist mit 
Schimmelpilzen gearbeitet worden, sei es mit isolierten Fermentprapa- 
raten oder in Kulturversuchen. Auch hinsichtlich des Einflusses der 
Spurenelemente auf die Fermentbildung von Schimmelpilzen, insbeson- 
dere von Proteinasen, ist noch sehr wenig bekannt. 


Rosst u. SCANDELLARI (1933) berichten tiber eine Férderung der Saccharase- 
bildung bei Asp. niger durch Mangan, Zink und Magnesium, wahrend von anderer 
Seite (HOFMANN, ScuEck u. SarrerrT 1949) eine Erhéhung der Saccharasebildung 
bei Asp. oryzae und Asp. niger bei Manganmangel beobachtet wurde. Wir konnten 
in einer vorhergehenden Arbeit feststellen, da8 Zink und Kupfer in bestimmter 
geringer Konzentration férdernd, bei héherem Gehalt dagegen hemmend auf die 
Saccharasebildung von Asp. niger wirken (GorBacH, Kocu u. BROMANDER 1955). 
In neueren Arbeiten wird von Nason u. Evans (1953), NicHouas u. Nason (1954) 
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und NicHonas, Nason u. McEtroy berichtet, daB Molybdan bei der Nitratreduk- 
tase von Neurospora crassa als Coenzym wirkt. MaxweE.n (1952) konnte mit einer 
synthetischen Nahrlésung nach Lennox bei Asp. flavus-oryzae durch 0,1 y/ml 
Mangan, Kobalt, Nickel, Kupfer und Molybdan eine schwache, durch Zink bis 
1y/ml keine Hemmung und durch Eisen mit einem Optimum bei 5 /ml eine 
Forderung der Proteasebildung erzielen. Aus ihrer Arbeit ist jedoch keine besondere 
Reinigungstechnik ersichtlich, und auch die Untersuchungen mit den Spurenele- 
menten sind nicht eingehend beschrieben. 


Bei den geringen Kenntnissen von der Wirkung der Spurenelemente 
auf die Proteinasebildung von Schimmelpilzen erschien daher ein niiheres 
Studium dieser Frage von besonderem Interesse. 


A. Methodik. 


Abweichend von der friiher bereits beschriebenen Arbeitsweise (GORBACH u. 
Kocr 1955) muBten hier die Untersuchungen unter spurenelementfreien Bedin- 
gungen vorgenommen werden. 

Die Glasgerate (Jenaer Glas) wurden nach der iiblichen Reinigung mit Chrom- 
schwefelsaure mit heiBer 6 n HCl (1:1) und anschlieBend mit bidest. Wasser gespiilt 
und staubfrei getrocknet. 

Kulturbedingungen. Die Ziichtungen erfolgten in Oberflichenkultur, wo- 
bei die Bedingungen und die Impftechnik dieselben wie in der vorerwahnten Arbeit 
waren. 

Hs ist bekannt, da KiweiB und Aminoséuren einen hohen Spurenelementgehalt 
aufweisen und diese Spuren tiberdies sehr hartnackig festhalten; auBerdem fallen 
sie bei den tiblichen Reinigungsmethoden ganz oder teilweise aus, wodurch sie vom 
Schimmelpilz nicht mehr in demselben Ausmaf ausgewertet werden kénnen. 
Weiterhin wird dadurch die Nahrbodenzusammensetzung geandert, und die Még- 
lichkeit quantitativer Vergleiche ist somit nicht mehr gegeben. Wir wahlten daher 
fiir die nachfolgenden Untersuchungen eine synthetische Nahrlésung mit anorga- 
nischer Stickstoffquelle. Von den von uns bisher untersuchten Nahrbéden kamen 
die Nahrlésungen nach Gorspacu-Mryer (NH,NO,) und Lennox in Betracht. 


Zusammensetzung der Nahrlésungen in g/l. 


LENNOX: GorBacH-MryeR/NH,NO, (GM/NH,NO,): 
40g Rohrzucker 100 g Glucose 
30g K-Na-tartrat 5 g NH,NO, 
llg NH,Cl 1,157 g K,HPO, 
Ice LPO; 0,455 g KH,PO, 
0,5 g MgSO,: 7 H,O 0,360 g MgSO,-7 H,O 
mit HCl auf px 6,2 eingestellt 0,116 g NaCl 


0,055 g CaCl, sice. 


Alle Nahrlésungen waren aus p.a.-Reagentien und bidest. Wasser hergestellt. Die 
Entfernung der durch die Reagentien eingebrachten Spurenelemente erfolgte durch 
Extraktion mit 8-Oxychinolin (in Chloroform) und Dithizon (in Chloroform) und 
anschlieBender Nachreinigung mit redest. Chloroform und Diathylather. Es wurde 
der EinfluB der Spurenelemente Zink, Mangan und Eisen auf die Proteinasebildung 
von Asp. niger untersucht, indem in der spurenfreien Nahrlésung das zu unter- 
suchende Spurenelement allein bzw. neben einem bekannten Gehalt anderer 
Spurenelemente anwesend war, Die Spurenelemente wurden der spurenfreien Nahr- 
lésung aus Stammlésungen unter Beriicksichtigung des Nahrbodenendvolumens 
vor der Sterilisation zugesetzt. Die Stammlésungen waren n/100 salzsauer und 
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1% ig (1 g Metall/100 ml Lésung):4,3981 g ZnSO,-7 H,O/100 ml, 2,9050 g FeCl,/100ml, 
3,6030 g MnCl, - 4 H,O/100 ml, 3,9282 g CuSO,: 5 H,O/100 ml. Nach Zusatz des 
zu untersuchenden Spurenelementes in abgestuften Konzentrationen zu den ein- 
zelnen Kulturkolben wurden diese wie seinerzeit beschrieben weiterverarbeitet. 

Die Bestimmung der proteolytischen Aktivitat erfolgte ebenfalls nach 
der friiher von uns bereits beschriebenen Methode (GorBaAcH u. Kocn 1955). 


B. Ergebnisse. 
1. Der morphologische EinfluB der Spurenelemente. 


a) Allgemeine Beobachtungen. 


Die auffallendsten, mit freiem Auge feststellbaren, durch die Spuren- 
elemente ausgelésten Verainderungen der Kulturmerkmale sind im fol- 
genden Abschnitt 2 beschrieben. Einige besonders auffallende Beob- 
achtungen seien hier genauer angefiihrt. Aus dem folgenden Abschnitt 2 
tiber den ZinkeinfluB geht hervor, daB die Sporulation durch einen zu 
hohen Zinkgehalt zuriickgedriingt wird, was auch schon von anderer 
Seite beobachtet worden ist (BorTELS 1927, RoBEerG 1928, Poreus 
1932). Gleichzeitig beginnt sich auch das Mycel immer stiarker zu falten. 
Dieses Mycel ist weif und je nach dem Zinkgehalt vollkommen steril oder 
nur mit sehr wenigen braunen, kleinen Képfchen bedeckt. Eines dieser 
charakteristischen K6épfchen, die sowohl bei der Zink- als auch bei der 
Manganreihe beobachtet wurden, 
ist in der Abb. 1 wiedergegeben. 
Man sieht als besondere Merkmale 
Mycelbildung auf dem Képfchen 
durch Keimung seiner Conidien, 
ferner krampfartige Aufschwel- 
lungen, wie sie auch von Mycel 
auf stark sauren Nahrbéden be- 
kannt sind. In diesem Zusammen- 
hang sei auf YosHrmura (1936) 
hingewiesen, wonach Mangan bei 
Asp. niger Mycelbildung auf den 
K6pfechen verursachte. Es_ er- 
. scheint demnach gerechtfertigt, 
Abb. 1. Durch ZinkeinfluB ausgeliste abnorme, anzunehmen, daB es sich dabei 
Mie ont on don ae: eine sat um eine allgemeine Erscheinung 
fliichenkultur auf GoRBACH-MnyER/NH,NO,- _handeln diirfte, um eine Art Gift- 

Nihrlésung, 360fach. wirkung durch hohe Metall- 
gehalte. Sie diirfte vielleicht durch alle Metalle, wie auch durch Makro- 
nihrstoffe in bestimmter Konzentration erreichbar sein. Dieselbe ab- 
norme K6pfchenbildung konnten wir beispielsweise auch bei erhdhter 
Zufuhr von Ammoniumnitrat als einziger Stickstoffquelle beobachten. 
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Auch bei den Versuchsreihen iiber den Einflu8 des Eisens konnten wir 
ahnliches feststellen. Der makroskopisch sichtbare flaumige Charakter 
der Myceldecken, besonders bei 2,5—10 y Fe/100 ml, ist, wie mikro- 
skopisch gezeigt werden kann, | 
auf eine Luftmycelbildung zu- 
rickzufiihren. Abb. 2 zeigt, dab 
sich dieses vorwiegend an den noch 
unentwickelten K6pfchen bildet. 

Die bekannte Veranderung des 
Mycels bei Spurenelementmangel 
lieB sich sehr sch6n mikroskopisch 
verfolgen und ist an anderer Stelle 
genauer beschrieben (KocH 1955). 


b) Der EinfluB der Spurenelemente 
auf die Sporulation. 

Am augenfalligsten ist der Ein- 

flu& der Spurenelemente auf die 
: ; ; 9 CHIMIGSROTAAUB amepelasto’ s 

Sporulation. Die meisten allge- 4° 2. Durh Mueventud angele abnor 
meinen Beobachtungen sagen aus, 5 Tage alte Oberflichenkultur auf 
daB die Sporulationdurch Spuren- GoORBACH-MEYER/NH,NO,-Nahrlésung; 240 fach. 
elementmangel merklich, wenn 
nicht ganzlich gehemmt wird. 

Auf Grund dieser Erscheinungen 
wurde Asp. niger zur Bestimmung des 
Kupfer-, Zink-, Molybdan-, Mangan- 
und Hisengehaltes in Boden, Pflanzen- 
aschen, homogenisierten Geweben 
frischer Pflanzen und in Fruchtextrak- 
ten verwendet (MULDER 1939, NicHo- 
LAS 1950, 1951, 1952, NicHoxLas u. 
Fietpine 1947, 1950, Acock 1941, 
DoNnaALp, PAssEY u. SwaBy 1952, HE- 
WITT u. BoLLE-JONES 1952, BoRTELS 
u. WETTER 1954). In einigen dieser Ar- 
beiten wird berichtet, daB sich gleich- 
zeitig mit abnehmender Sporulation 
die Sporenfarbe von Schwarz tiber 
Gelbbraun nach Gelb andert, um zu- = Kopfe von Asp. niger bei Hisenmangel; 5 Tage alte 
letzt zu verschwinden. Das gleiche be- Oberflachenkultur auf GORBACH-MBEYER-NH,NO,- 
c Nihrlésung; Spurenelementgehalt in 100 ml: 
richtete Roprra (1928) bei der Hem- 9.4 Fe, 100 » Zn, 70 y Mn und 25 y Cu; 80 fach. 
mung der Sporulation durch steigende 
Zinkkonzentrationen. Soweit uns die Literatur bekannt ist, und was auch tiberein- 
stimmend Foster (1949) feststellte, fehlen aber bisher Beobachtungen, ob der sporen- 
bildende Apparat in jedem Falle ganzlich ausgebildet oder aber die Sporenbildung 
véllig unterdriickt wird baw. Sporen ohne ihren charakteristischen Pigmentfarbstoff 
gebildet werden. Nur Mrrz (1930) gibt an, daf die Conidien bei Cu-Mangel zwar an 
Zahl abnehmen (etwa auf die Halfte), aber ganz hell gefarbt und dazu keimfahig sind. 
20 
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Die Frage nach der Art und Weise, in der sich das makroskopisch be- | 
obachtete Fehlen einer Sporulation mikroskopisch vollzieht, 1éBt sich | 
mit Hilfe der folgenden Abbildungen beantworten. Es zeigt sich in | 
Abb. 3, bei 0,0y Fe/100 ml, dak | 
es zwar zur Ausbildung der Coni- | 
dientraiger und Entwicklung einer 
Blase, manchmal auch noch mit 
kleinen einreihigen Sterigmen, | 
kommt, daB eine Conidienab- 
schniirung aber nicht stattfindet. 
In Abb. 4, bei 0,1 y Fe/100 ml, 
zeigen sich bereits besser ent- 
wickelte und in gréBerer Zahl vor- 
handene Fruktifikationsorgane. 
Mikroskopisch laBt sich bereits 
eine geringe Conidienentwicklung 
beobachten. Bei erhéhter Zufuhr 

ese an den fehlenden Spurenelemen- 

Képfe von Asp. niger bei Eisenmangel: 5 Tage alte ten wird die Conidienentwicklung 
OT Nat abound apuisistsien gokatt fr 1001 rae stirker, und bei geniigender Ver- 
0,1 7 Fe, 100 y Zn, 70 y Mn und 25 y Cu; 80fach. sorgung mit Spurenelementen ist 
sie normal entwickelt, wie dies 
Abb. 5 zeigt. Man sieht also, daB 
die Anlage fiir die Fruktifikations- 
organe stets vorhanden ist, diese 
jedoch je nach dem Spurenele- 
mentgehalt in einem verschiede- 
nen Entwicklungsstadium stehen 
bleibt. Das Fehlen und Auftreten 
einer Sporulation bei steigender 
Zufuhr des fehlenden Spuren- 
elementes vollzieht sich nicht 
schlagartig, sondern kontinuier- 
lich. Die von anderer Seite beob- 
achtete Anderung der Sporen- 
Abb. 5. Kopf von Asp. niger, normal entwickelt: farbe bei zunehmendem Spuren- 
Stage ily Obericheninltr ut [Gonsact’ lementgehalt von Gelb tibet 
bzw. Zusatz von Spurenelementen); 240 fach, Braun nach Schwarz bzw. in um- 
gekehrtem Sinne bei steigender 

Hemmung der Conidienbildung durch hohe Zinkgehalte ist nach unseren 
Beobachtungen eigentlich gar keine Anderung des Farbstoffgehaltes 
der Conidien, sondern, wie dies auch aus den Abbildungen zu ent- 
nehmen ist, auf die verschieden grofe Zahl an bereits gebildeten 
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Conidien, entsprechend dem jeweiligen Entwicklungsstadium, zuriick- 
zufiithren. Moglicherweise liegen aber die Verhiltnisse bei Cu-Mangel 
anders (vgl. oben Mertz). 


2. Die Beeinflussung der Proteinasebildung von Asp. niger 
durch Spurenelemente. 


a) Der EinfluB von Zink. 


Abb. 6 veranschaulicht den Einflu8 von Zink als alleiniges Spuren- 
element in Lennox-Nahrlésung. Der Mycelertrag wird mit zunehmen- 
dem Zinkgehalt gréBer, erreicht bei 50 y Zn/100 ml ein Maximum und 
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Abb. 6. Der EinfluB von Zink in LENNOX-Nahrlésung auf Asp. niger in Oberflichenkultur. 


nimmt dann wieder ab. Die Steigerung des Myceltrockengewichtes durch 
50y Zn/100 ml gegentiber 0,0 y Zn betrug rund 1000%. Der pq-Wert ist 
in allen Kulturen relativ unverandert. Die Kulturfiltrate zeigen im 
Gegensatz zur Normalkultur keine proteolytische Aktivitat, wahrend 
das Mycel wegen seiner zu geringen Menge auf Proteinasen nicht geprift 
werden konnte. Hinsichtlich des Aussehens der Kulturen zeigt Zink einen 
merklichen EinfluB insofern, als die Decke mit zunehmendem Zinkgehalt 
stirker wird. Auffallend ist, da praktisch keine Sporulation statt- 
gefunden hat, was auf die fehlenden tbrigen Spurenelemente zuriick- 
zufiihren sein wird. Auch die im Vergleich zur Normalkultur geringen 
Mycelgewichte und das Fehlen einer proteolytischen Aktivitat dirften 
dieselbe Ursache haben. 

Daraufhin fiihrten wir eine entsprechende Versuchsreihe mit Zink als 
einzigem Spurenelement in GM/NH,NO,-Nahrlésung durch. Wie die 
Ergebnisse in Abb.7 zeigen, sind die Erscheinungen hier im wesentlichen 
dieselben wie bei der Lennox-Nahrlosung. Lediglich das Mycelgewichts- 
maximum ist hier schon bei 5 y Zn/100 ml erreicht, wahrend es bei der 

20* 
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Lennox-Nahrlésung erst bei 50 y Zn/100 ml auftrat. Hier betrug die 
Steigerung des Myceltrockengewichtes durch 5 y Zn/100 ml gegentber 
0,0 y Zn rund 170%. Offensichtlich spielt also auch die Nahrbodenzusam- 
mensetzung eine wichtige Rolle bei der Wirkung eines Spurenelementes, 
und das Ergebnis auf einem Nahrboden kann nicht auf jeden beliebigen 
anderen tibertragen werden. Eine proteolytische Aktivitat war auch hier 
nicht nachzuweisen. Aus diesen beiden Versuchsreihen ergibt sich, daB 
Zink allein, innerhalb des gepriiften Konzentrationsbereiches, eine Pro- 
teinasebildung nicht auszulésen vermag. 
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Abb. 7. 
Der Einflu8 von Zink in GORBACH-MEYER/NH,NO,-Nihrlésung auf Asp. niger in Oberflichenkultur. 


Daraufhin untersuchten wir die Wirkung des Zinks in einer weiteren 
Versuchsreihe bei bekanntem Gehalt der GM/NH,NO,-Nahrlésung an 
Kisen, Kupfer und Mangan. Aus den in der Literatur bei synthetischen 
Nahrlésungen angegebenen, verhiltnismaBig hohen Spurenelementzu- 
sitzen wahlten wir eine Zusammensetzung mit geringerem Gehalt (N1cHO- 
LAS 1952), welchen wir noch weiter herabsetzten. Bei den Untersuchungen 
mit Zink enthielt die GM/NH,NO,-Nihrlésung neben den abgestuften 
Zinkkonzentrationen 400 y Fe/100ml, 25 y Cu/100ml und 70 y Mn/100ml. 

Schon rein éuBerlich konnte hier der starke EinfluB des Zinks auf die 
Kulturform beobachtet werden. Es erfolgt eine mit steigendem Zink- 
gehalt immer stirkere Mycelentwicklung, das Mycel wird immer stirker 
gefaltet und geworfen, bei 2,5 y Zn/100 ml beginnt eine schwache Sporu- 
lation, erreicht bei 5y Zn ihren Hohepunkt, nimmt bei 10 y Zn wieder 
ab, um bei den folgenden Kulturkolben vollig zu verschwinden. Die 
Ergebnisse sind in Abb. 8 dargestellt. Aus dieser geht hervor, da® sich 
der ZinkeinfluB iiberall bemerkbar macht. Das Mycelgewicht nimmt mit 
steigendem Zinkgehalt zu, erreicht bei 50 Zn/100 ml ein Maximum, 
um dann wieder abzunehmen. Die Steigerung des Myceltrockengewichtes 
durch 50y Zn gegeniiber 0,0y Zn betrug 8500%. Ebenso nimmt der 
pu-Wert immer mehr ab, was auf eine erhdhte Saurebildung schlieBen 
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Bt. Die bemerkenswerteste Feststellung ist jedoch das Auftreten von 
oteinasen im Mycel und vor allem im Kulturfiltrat unter dem Einflu8 
on Zink, wenn man beriicksichtigt, daB in der Normalkultur auf 
M/NH,NO,-Nihrlésung eine proteolytische Aktivitit praktisch nie 
stgestellt werden konnte. Die Ursache kann keineswegs in autolytischen 
ozessen zu suchen sein, da das Mycel fest und elastisch war, keines- 
vegs die dafiir typischen Merkmale zeigte und bei 5tagiger Kulturdauer 
1och keine autolytischen Prozesse auftreten, was bei der Bestimmung 
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Abb. 8. Der Hinflu8 von Zink in GoRBACH-MBYER/NH,NO,-Nihrlésung auf Asp. niger 
in Oberfliichenkultur; Spurenelementgehalt/100 ml: 460 y Fe, 70 y Mn, 25 y Cu. 


der optimalen Kulturdauer bereits gezeigt wurde (GORBACH U. Kocu 
1955). Auch kann es sich in diesem Fall nicht um Proteinasen des nor- 
malen Stoffwechsels oder um adaptive Fermente handeln, da ja keine 
organische, sondern eine anorganische Stickstoffquelle in der Nahrlosung 
enthalten ist. Vielmehr ist mit Sicherheit anzunehmen, daB es sich hier 
um einen echten Zink-,,shunt‘ handelt. Weiterhin ist auffallend, daB 
zwar bei der stairksten Sporulation, bei 5 y Zn/100 ml, eine schwache 
proteolytische Aktivitat im Mycel feststellbar ist, diese jedoch erst nach 
dem Verschwinden der Sporulation bis 50 y Zn stark ansteigt, spater 
nur mehr langsam, wohingegen in der Literatur angegeben wird, daB zu 
Sporulationsbeginn die proteolytische Aktivitat am hédchsten sei, um 
danach abzunehmen und zu verschwinden (BERGER, JOHNSON u. PETER- 
son 1937, OsHIMA u. CHURCH 1923). Dies kénnte wohl fur , normale‘ 
Stoffwechsel mit EHiwei8 als Stickstoffquelle zutreffen, doch hat man es 
hier wohl mit einem , shunt‘‘-Stoffwechsel zu tun. Auch im Kulturfiltrat 
treten Proteinasen erst hinter der Sporulationsstufe auf, ‘das Maximum 
ist bei 100 y Zn/100 ml erreicht, um danach langsam abzunehmen. 
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b) Der Einflup von Mangan. 


Den EinfluB dieses Elementes untersuchten wir mit GM/NH,NO,- 
Nahrlésung, die einen Gehalt von 400 y Fe/100 ml, 400 y Zn/100 ml und 
25 y Cu/100 ml hatte. Alle Kolben zeigten das gleiche Erscheinungsbild 
wie das dem Zinkgehalt von 400 y Zn/100 ml entsprechende der Zink- 
reihe: weiBes, steriles, stark gefaltetes Mycel mit wenigen kleinen, 
braunen Képfchen. Der ManganeinfiuB zeigt sich lediglich darin, daB 
das Mycel mit steigendem Mangangehalt immer stiirker gefaltet und 
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Abb. 9. Der EinfluB von Mangan in GORBACH-MEYER/NH,NO,-Nihrlésung auf Asp. niger 
in Oberflichenkultur; Spureunelementgehalt/100 ml: 400 y Fe, 400 y Zn, 25 y Cu. 


geworfen erscheint. Da in der Literatur tiber den Einflu8 des Mangans 
vor allem auf die Sporulation von Asp. niger viel berichtet wird, laBt 
sich diese fehlende Erscheinung hier nur dadurch erkliiren, daB infolge 
des hohen Zinkgehaltes der ZinkeinfluB vorherrscht und dadurch der 
EinfluB des Mangans auf das Kulturbild nicht zur Geltung kommen 
kann. In diesem Zusammenhang sei darauf hingewiesen, da in der 
Literatur bei synthetischen Nahrlésungen mit ahnlicher Zusammen- 
setzung wie die hier verwendete GM/NH,NO,-Nahrlésung viel héhere 
Spurenelementzusiitze angegeben werden. C 

Die Ergebnisse dieser Versuchsreihe sind in Abb. 9 wiedergegeben. 
Daraus ist zu entnehmen, daB auch der Mangangehalt einen EinfluB auf 
die Menge an gebildeter Proteinase ausiibt. Das Maximum an proteoly- 
tischer Aktivitéat des Kulturfiltrates sowie des Myceleluates liegt bei 
50 y Mn/100 ml, um bei héheren Gehalten wieder abzunehmen. Der 
héchste Mycelertrag liegt bei 5 y Mn/100 ml vor, was in gewisser Analogie 
zu den Ergebnissen der Zinkversuchsreihe steht. Die Steigerung des 
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Mycelertrages durch 5 y Mn/100 ml gegeniiber 0,0» Mn betrug 100%. 
Danach liegt das Maximum des Mycelertrages vor dem Maximum der 
proteolytischen Aktivitaét. Dies weist darauf hin, daB fiir die Proteinase- 
bildung zwar eine gewisse Mycelmenge vorhanden sein muB, daB jedoch 
tuber diesen Bereich hinaus die proteolytische Aktivitiat der Mycelmenge 
nicht unbedingt proportional zu sein scheint. Der py-Wert ist in dieser 
Versuchsreihe praktisch konstant, was wahrscheinlich auf den schon 
erwahnten dominierenden Einflu8 des Zinks zuriickzufiihren ist. 
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Abb. 10. Der Einflu8 von Eisen in GORBACH-MEYER/NH,NO,-Nahrlésung auf Asp. niger 
in Oberflichenkultur; Spurenelementgehalt/100 ml: 100 y Zn, 70 y Mn, 25 y Cu. 


c) Der Einflup von Eisen. 

Wie aus dem vorigen Abschnitt hervorgeht, konnten wir bei den 
Manganversuchen feststellen, daf der Zinkgehalt offenkundig zu hoch 
war. Daher wurde der Zinkgehalt bei der Untersuchung des Hisenein- 
flusses, soweit es die proteolytische Aktivitat zulieB (siehe Abb. 8), naém- 
lich auf 100 y Zn/100 ml, herabgesetzt. 

Diese Versuchsreihe fiihrten wir mit GM/NH,NO,-Nahrlésung durch. 
Neben abgestuften Konzentrationen an Eisen enthielt die Nahrlosung 
100 y Zn/100 ml, 70 y Mn/100 ml und 25 y Cu/100 ml. 

Mit zunehmendem Eisengehalt wird die Myceldecke dicker und die 
Faltung starker. Bei den Kulturkolben mit 50, 100 und 500 y Fe/100 ml 
ist auBerdem an der Kolbenwandung ein stirker werdender Sporulations- 
ring zu beobachten. Diese beginnende Conidienbildung dirfte auf die 
bekannte antagonistische Wirkung des Eisens gegentiber Zink zurtick- 
zufiihren sein. Ansonsten zeigt die Reihe ebenso wie die Manganreihe 
weiBes Mycel bei allen Eisengehalten, da offensichtlich die Kisenmenge 
auch bei den héchsten Gehalten noch zu gering ist, um die Zinkwirkung 
so weit aufzuheben, daB eine Sporulation eintritt. 
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Aus den Ergebnissen in Abb. 10 geht hervor, da der HiseneinfluB 
dem des Zinks ahnlich ist. Das Mycelgewicht steigt bis 50 y Fe/100 ml 
rasch an, um dann nur mehr wenig zuzunehmen. Die Steigerung des 
Myceltrockengewichtes durch 500y Fe/100 ml gegeniiber 0,0 y Fe be- 
trug rund 1600%. Der px-Wert sinkt bis 10 y Fe etwas ab und bleibt 
dann konstant. Das Kulturfiltrat erreicht seine héchste Aktivitat bei 
100 y Fe/100 ml, das Myceleluat bei 10 y Fe, um dann bei beiden lang- 
sam abzunehmen. Es zeigt sich hier, daB das Eisen fiir die Bildung der 
Proteinase ebenso wichtig ist wie das Zink. 


Diskussion. 


Im allgemeinen herrscht die Ansicht vor, daB fiir die Bildung von 
Proteinasen von Schimmelpilzen bzw. fiir einen hohen Ertrag an solchen 
Fermenten EiweiB als Stickstoffquelle in der Nahrlésung notwendig sei. 
In der Literatur findet man nur wenige Mitteilungen tiber ein Auftreten 
von Proteinasen in einer Nahrlésung mit anorganischer Stickstoffquelle. 
Naytor, WEIBROTH u. CoLiins (1930) berichten, daB bei Austausch von 
Natriumnitrat durch Ammoniumnitrat eine Erhéhung der proteolyti- 
schen Aktivitat festgestellt werden konnte. Uber die méglichen Ursachen 
der bei anorganischer Stickstoffquelle auftretenden proteolytischen Akti- 
vitat findet man jedoch keine Angaben. In unseren Untersuchungen 
konnten wir nun zeigen, daf auf einer GM/NH,NO,-Nahrlésung normaler 
Herstellung durch Asp.niger keine Proteinase gebildet wird. Wohl aber 
wird durch bestimmte Spurenelementgehalte bei Asp.niger in dieser 
Nahrlésung offensichtlich ein ,,shunt**-Stoffwechsel ausgelést, indem wir 
eine kraftige Proteinasebildung feststellen konnten. Die untersuchten 
Spurenelemente Zink, Eisen und Mangan sind somit fiir die Proteinase- 
bildung von Asp.niger von Bedeutung. Zink und Eisen sind fiir die 
Proteinasebildung notwendig und unentbehrlich, wihrend Mangan eine 
stark aktivierende und steigernde Rolle spielt. Das von verschiedenen 
Forschern beobachtete Auftreten einer proteolytischen Aktivitat bei an- 
organischer Stickstoffquelle diirfte somit, wenigstens zum Teil, auf den 
Spurenelementgehalt der Niihrlésung, die verschieden hohe Aktivitat bei 
den einzelnen anorganischen Stickstoffquellen hingegen auf deren ver- 
schieden hohen Spurenelementgehalt zuriickzufiihren sein. 

Kine Fortsetzung der Untersuchungen in dieser Richtung diirfte von 
Interesse sein, da es auf diesem Wege méglich wire, Proteinasen ohne 
EiweiBquelle zu gewinnen und somit Proteinasen ohne wesentliche Ballast- 
stoffe in reinster Form darzustellen. 

Aus unseren Ergebnissen geht somit hervor, daB bei der Erforschung des 
Stoffwechsels der Schimmelpilze unbedingt der SpurenelementeinfluB oder 
zumindestderSpurenelementgehalt der verwendeten Nahrlésung zu beriick- 
sichtigen ist, da man sonst zu nicht reproduzierbarenWerten kommen wird. 
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Zusammenfassung. 

Bei der Untersuchung des Einflusses von Spurenelementen auf die 
Proteinasebildung von Aspergillus niger in Oberflichenkultur zeigte sich: 

1. Alleiniger Zusatz von Zink zu den spurengereinigten Nahrlésungen 
nach Lennox bzw. GorpacH-Mryer/NH,NO, (GM/NH,NO,) bewirkte 
bei ersterer eine Steigerung des Mycelertrages bei 50 y Zn/100 ml gegen- 
uber 0,0 y Zn um 1000%, bei letzterer eine Steigerung des Mycelertrages 
bei 5y gegeniiber 0,0) Zn/100 ml um 170%. Bei beiden wurde durch den 
Zinkzusatz die Siurebildung erhdht, eine Proteinasebildung jedoch nicht 
beobachtet. Zinkzusatz zur GM/NH,NO,-Nahrlésung mit bestimmtem 
Gehalt an Eisen, Mangan und Kupfer fiihrte zu den typischen Merkmalen 
eines ,,shunt*‘‘-Stoffwechsels: in einer Nahrlésung mit anorganischer Stick- 
stoffquelle ein betrachtliches Auftreten von Proteinase im Kulturfiltrat 
und Mycel, im Gegensatz zur gleichen Nahrlésung normaler Herstellung 
ohne Spurenelementzusatze. Bei 0,0 y Zn/100 ml war keine Proteinase 
vorhanden, bei 100y Zn im Kulturfiltrat und bei 50—500y Zn im Mycel 
das Maximum an gebildeter Proteinase erreicht. Die Steigerung des 
Mycelertrages bei 50y Zn/100 ml gegentiber 0,0y Zn betrug 8500%. 

_ 2. Zusatz von Mangan zur GM/NH,NO,-Nahrlosung mit bekanntem 

Gehalt an Zink, Eisen und Kupfer zeigt eine Erhéhung des Proteinase- 
ertrages. Das Maximum liegt fiir Kulturfiltrat und Mycel bei50y Mn/100ml. 
Der hochste Mycelertrag liegt bei 5y Mn/100 ml, dessen Steigerung gegen- 
tiber 0,0y Mn 100% betrug. 

3. Zusatz von Eisen zur GM/NH,NO,-Nahrloésung mit bekanntem Ge- 
halt an Zink, Mangan und Kupfer zeigt eine dem Zink analoge Wirkung. 
Der maximale Mycelertrag wurde bei 500 y Fe/100 ml erzielt, dessen 
Steigerung gegentiber 0,07 Fe 1600% betrug. Die héchste proteolytische 
Aktivitét wurde im Kulturfiltrat bei 100 y Fe, im Mycel bei 10y Fe/100ml1 
festgestellt. 

4. Daneben konnten mikroskopisch abnorme, durch die Spurenelemente 
hervorgerufene Kulturmerkmale gezeigt werden. Speziell die Bildung von 
Mycel auf den Asp. niger-K6pfchen bei bestimmten Konzentrationen von 
Spurenelementen und Makroniéhrstoffen wurde auf eine allgemeinere Art 
von Giftwirkung zurickgefihrt. 

5. AbschlieBend kann festgestellt werden, daB die untersuchten Spuren- 
elemente Zink, Eisen und Mangan fiir die Proteinasebildung von Asp. 
niger wichtig sind. Zink und Eisen sind hierfiir unbedingt notwendig, 
wahrend Mangan nur eine stark steigernde Wirkung ausiibt. 
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(Aus dem Institut fiir Mikrobiologie der Universitat Gottingen.) 


Untersuchungen iiber die Rhizosphire*. 


Von 
HARALD METZ. 


Mit 2 Textabbildungen. 


(Hingegangen am 28. Juli 1955.) 


Der fordernde EinfluB der Pflanze auf die Mikroorganismen der Rhizo- 
sphare wurde in zahlreichen Arbeiten durch die wesentlich erhéhte Zahl 
der Mikroorganismen an der Wurzel nachgewiesen. Er kann auf ver- 
schiedenste Ursachen zurtickzufiihren sein, doch wird in letzter Zeit orga- 
nischen, von der Wurzel stammenden Nahrungs- oder Wirkstoffen die 
groBte Bedeutung zugeschrieben. Die Literatur zum Rhizospharen- 
Problem wurde fiir die Zeit bis 1929 von StarKEY (1929a), fiir die neuere 
Zeit von KatTzNELson, LocHHEAD u. TIMONIN (1948) und von CLARK 
(1949) ersch6pfend zusammengestellt. Wichtige Literatur ist auch bei 
RipPeEL (1939 und 1955) und bei WaKksman (1953) angefiihrt. 

Uber die Bedeutung der Rhizosphire fiir die Pflanze ist noch wenig 
bekannt. Wichtig sind die Mikroorganismen zweifellos fiir die Versorgung 
der Pflanze mit Nahrungsstoffen, nicht nur auf dem indirekten ,,norma- 
len“* Wege der Mineralisation der organischen Bestandteile des Bodens, 
sondern auch direkt: In sterilem Boden ist z. B. die Phosphatresorption 
geringer (GERRETSEN). Daneben wurde in neuerer Zeit vor allem auf eine 
abschirmende Wirkung der Rhizosphare gegen pathogene Organismen 
hingewiesen (WINTER u. Vv. RUMKER, STALLINGS) durch Bildung anta- 
gonistisch wirksamer Stoffe seitens der Mikroorganismen, die entweder 
direkt oder, nach Aufnahme durch die Wurzel, systemisch wirken. 
Sroup zeigte, daB antibiotische Hinfliisse auf die Knollchenbildung von 
Leguminosen zwar unter bestimmten Bedingungen im Versuch, nicht aber 
im Boden wirksam waren, was ebenfalls fiir eine abschirmende Wirkung 
der Rhizosphare spricht. 

Nachdem mit Antibioticis nachgewiesen wurde, daB die Pflanze organische Mole- 
kiile aufnehmen kann (WINTER u. WILLEKE 1951a und b, WINTER 1952, KRasIL- 
NIKOV 1951), gewinnt das Rhizosphaérenproblem im Hinblick auf eine mdgliche 
Beeinflussung des Pflanzenstoffwechsels durch Ausscheidungsprodukte der Mikro- 
organismen besondere Bedeutung. Dabei ist die wesentliche Frage, wie weit die 


Pflanze in der Lage ist, einen regulierenden EinfluB auf die Mikroflora ihres Wurzel- 
bereiches auszuiiben und damit eine spezifische Zusammensetzung der Rhizo- 


* Ausfiihrlichere Darstellung in der gleichnamigen Dissertation, Mathematisch- 
Naturwissenschaftliche Fakultat der Universitat Gottingen 1955. 
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spharenflora zu erreichen. Es ist bekannt, daB die Mikroflora des Wurzelbereiches 
nicht nur quantitativ, sondern auch qualitativ von der des undurchwurzelten 
Bodens abweicht. Bakterien, Pilze und Actinomyceten werden in verschiedenem 
MaBe geférdert; unter den Bakterien wurde nach verschiedenen physiologischen 
Gesichtspunkten, wie Aminosaurebedarf, Wirkstoffbedarf, Sporenbildung, Gram- 
farbung usw., eine Verschiebung des relativen Anteils in der Wurzelzone gegentiber 
dem Boden beobachtet. Bei diesen Feststellungen la8t sich nicht entscheiden, ob 
eine einseitige Férderung bestimmter Organismen oder Organismengruppen durch 
die Pflanze vorliegt, die nun wieder andere Organismen hemmend oder fordernd 
zu beeinflussen vermégen, oder ob die Pflanze selbst in der Lage ist — sei es durch 
Wurzelausscheidungen oder nur durch abgestorbene Wurzelzellen —, neben for- 
dernden Stoffen hemmende im Sinne von Antibioticis zu liefern. 


Das Vorkommen hemmender Substanzen in einer groBen Anzahl héherer Pflan- 
zen ist vor allem bei der Suche nach Antibioticis festgestellt worden (FREERKSEN 
u. BonricKE, WINTER u. WILLEKE, Literatur bei ABRAHAM). — Daf hemmende 
Pflanzenstoffe in der Natur tatsichlich eine Rolle spielen, geht aus einer Reihe 
neuerer Untersuchungen hervor, bei denen vornehmlich ein EinfluB von Pflanzen 
auf die Keimung und Entwicklung anderer Pflanzen festgestellt wurde (BECKER 
u. Mitarb., WINTER u. Busiitz, WINTER u. SCHONBECK, WINTER u. SIEVERS, 
WINTER u. WILLEKE 1952, Busiirz, GRUMMER). Wenn ein starker EinfluB von 
Pflanzensubstanz auf andere héhere Pflanzen im Boden festgestellt wurde, so ist 
damit nachgewiesen, daB die Pflanze Stoffe freisetzt, die nicht unmittelbar abgebaut 
werden, sondern im Boden tatsichlich wirksam sein kénnen; man mu8 somit auch 
mit ihren Auswirkungen auf die Mikroflora rechnen. Uber die Ausscheidung orga- 
nischer Stoffe durch Pflanzenwurzeln ist noch wenig bekannt (Literatur bei Lorn- 
WING und ReErnsoLpt), doch rechnet die Mehrzahl neuerer Arbeiten mit Wurzel- 
ausscheidungen. Wichtig ist der von KanpiLER erbrachte Nachweis der Ausschei- 
dung verschiedener Aminosiuren durch steril kultivierte isolierte Maiswurzeln, 
wobei es sich um eine passive, konzentrationsabhangige Ausscheidung ohne Bevor- 
zugung einzelner Substanzen handelt. Methodisch ist kaum zu unterscheiden 
zwischen Wurzelausscheidungen, Schleimstoffen der Wurzelhaare (StotP) und den 
Abbauprodukten abgestorbener Wurzelzellen. 


Fir die Zusammensetzung der Rhizosphire am natiirlichen Standort diirften — 
neben anderen Standortsbedingungen — von der Wurzel abgegebene Stoffe ent- 
scheidend sein, gleichgiiltig, wie sie entstanden sind. Es ist jedoch unwahrscheinlich, 
da die gegen héhere Pflanzen beobachteten Wirkungen und die erhebliche Ver- 
mehrung der Mikroorganismen im Wurzelbereich nur auf absterbende Wurzelzellen 
zuriickzufiihren sein sollen. Dagegen sprechen auch die Befunde von VoznraKoy- 
skatrA, die an lebenden Weizenwurzeln wesentlich héhere Keimzahlen als an toten 
fand, welche sich in ihrer Rhizospharenflora kaum von der Bodenflora unter- 
schieden. Ausscheidungen der lebenden Wurzel scheinen also eine erhebliche Rolle 
zu spielen. In neuester Zeit konnte EBreRHARDT Wurzelausscheidungen von Hafer 
durch ihre Kigenfluorescenz sichtbar machen. 


Bisher liegen keine Arbeiten vor, die qualitative Unterschiede der Rhizo- 
spharenflora gegeniiber der Bodenflora auf direkte Wirkungen von Pflan- 
zenstoffen zuriickfiihren kénnen. Andrerseits wurden Hemmstoffe in 
Pflanzen nur gegen bestimmte Testorganismen untersucht, nicht gegen 
Organismen aus ihrem moglichen Wirkungsbereich im Boden. Daher soll 
in den nachstehenden Untersuchungen der Einflu8 von Pflanzenwurzeln 
auf Mikroorganismen im Hinblick auf deren Herkunft — Wurzelober- 
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flaiche oder Boden — gepriift und versucht werden, aus den Ergebnissen 
Folgerungen iiber eine spezifische Beeinflussung der Boden-Mikroflora 
durch die Pflanze in ihrem Wurzelbereich zu ziehen. 


Uberblick iiber die Untersuchungsmethoden und orientierende Versuche. 


Die zahlenmaBige Erfassung der Mikroflora der Wurzel oder von physio- 
logischen Gruppen im Wurzelbereich und der Vergleich mit den entsprechenden 
Werten aus undurchwurzeltem Boden hat bisher am meisten zur Kenntnis der 
Rhizosphare beigetragen. 

Die Sterilkultur der Pflanze mit dem Organismus ist die beste Methode, um 
das Verhalten bestimmter Organismen zu untersuchen. STmLLE beobachtete die 
Vermehrung verschiedener Organismen an den Wurzeln von sterilen Senfpflanzen 
in Nahrlésung und in Sand. Seine Methode erlaubt es, den Wechsel der Mikro- 
organismenzahl unter dem Einflu8 der Pflanze sowohl indirekt — durch zahlen- 
maBige Erfassung — als auch direkt durch mikroskopische Uberpriifung der 
Wurzel selbst oder von Aufwuchsplatten aus dem Wurzelbereich festzustellen. Der 
von ihm beschrittene Weg laBt gute Schliisse auf das Verhalten der Organismen 
in der Natur zu, der arbeitsmaBige und apparative Aufwand ist aber bei dieser 
Art der Sterilkultur fiir gréBere Versuchsreihen zu hoch. 

In gréferem Mae durchfiihrbar ist die sterile Kultur von Keimpflanzen in 
Agarrohrchen, wie sie 4hnlich von Store durchgeftihrt wurde. Dazu werden Re- 
agensglaser mit Mineralagar! bei etwa 45° C mit dem Bacterium beimpft und auf 
die Oberflache des in Schraglage erstarrten Mineralagars einige sterile Samen ge- 
bracht. Wenn die Wurzeln den Agar durchdrungen haben, kann die mikroskopische 
Beobachtung der Bakterien an den der Rohrchenwand nachsten Wurzeln durch 
das diinne Glas hindurch erfolgen. Obwohl die Anlage einer groBen Zahl von mit 
bestimmten Organismen beimpften Sterilkulturen so nicht schwierig ist, wurde 
diese Methode nicht angewendet, da zu den Versuchen hauptsachlich wildwachsende 
Pflanzen herangezogen werden sollten. In vielen Fallen gelang es jedoch nicht, die 
Samen zum Keimen zu bringen, in anderen keimten sie auf Agar nicht oder wurden 
durch die Sterilisation geschadigt. Das Wachstum der sterilen Keimlinge ging fast 
immer unnatiirlich langsam vor sich. Zwar stellt der Agar ein Medium dar, in dem 
sich die Wurzel gut entwickelt und in dem sie gut beobachtbar ist, doch muB er 
in bezug auf Struktur, Durchliiftung, Adsorptionsvermégen usw. als unnatiirlich 
gelten und daher mit einem vom natiirlichen abweichenden Verhalten der Wurzel 
gerechnet werden. SchlieBlich ist das Arbeiten mit Keimpflanzen allein fiir die 
Frage der Wirkung héherer Pflanzen auf die Bodenorganismen unbefriedigend, 
zumal die starkste Vermehrung der Mikroorganismen an der Wurzel etwa zur Bliite- 
zeit der Pflanzen beobachtet wird und die Keimlinge méglicherweise Stoffe noch 
nicht enthalten, die von der erwachsenen Pflanze gebildet werden. Die Sterilkultur 
in Agar wurde daher nur in einzelnen Fallen zur Erganzung der mit anderer Methode 
durchgefiihrten Versuche angewendet. 


Der Diffusionstest auf Agar-Platten, der vor allem fiir Anti- 
biotica-Teste verbreitet angewandt wird, wurde darauf gepriift, ob mit 
ihm der Einflu8 gesunder Wurzeln vom natiirlichen Standort auf wurzel- 
eigene und wurzelferne Mikroorganismen festgestellt werden kann. Die 
Wurzel wird dabei zwar beschadigt, aber es ist fiir die Frage nach der 
Wirkung der Wurzel auf Mikroorganismen zunachst von untergeordneter 


1 Nahrlésung nach Knop oder HoacLanp mit 2% Agar. 
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Bedeutung, ob sie Wurzelausscheidungen oder Stoffen aus abgestorbenen 
oder zerstérten Zellen zuzuschreiben ist. Férdernde oder hemmende Wir- 
kung auf Mikroorganismen miifte sich in entsprechenden Zonen im Platten- 
test sichtbar machen lassen. Wenn wurzeleigene Stoffe auBerhalb der 
Wurzel tatsichlich wirksam werden, dann diirften in der Rhizosphare tiber- 
wiegend dadurch geférderte Organismen zu finden sein, wahrend gegen 
Wurzelstoffe empfindliche Formen dort zurticktreten miBten. Die Ver- 
wendung von Wurzeln vom natiirlichen Standort hat auBerdem den Vor- 
teil, daB auch Stoffe erfaBt werden, die méglicherweise erst unter der 
Einwirkung von Mikroorganismen des Bodens in der Wurzel auftreten. 
So konnte GAumann das Entstehen von Hemmstoffen gegen einen Pilz 
unter der Einwirkung dieses Pilzes feststellen, und KRasILNtKov (1954) 
fand ein Ansteigen des Hemmstoffgehaltes von Pflanzen, wenn in deren 
Nahrlosung stark hemmstoffbildende Streptomyces-Stamme vorhanden 
waren. 


Beim Test mit Wurzeln gegen Bakterien wurde eine wenigstens annahernde 
Keimfreiheit der Wurzeln angestrebt, um im Test die Wirkung von sich schnell 
entwickelnden Mikroorganismen ausschalten zu kénnen. Die Wurzeln wurden nach 
sorgfaltigem Waschen 30 min lang mit einer 0,1% igen Lésung einer quaterniren 
Ammoniumverbindung behandelt und dann sehr griindlich ausgewaschen. Im Test 
mit diesen Wurzeln zeigte es sich, daB trotz dem sorgfaltigen Waschen die Wurzeln 
von 15 gepriiften Pflanzen ausnahmslos Hemmwirkung hatten, die offenbar auf das 
von den Wurzeln adsorbierte Sterilisationsmittel zurtickzufiihren war. Die Teste 
wurden gegen 64 Teststiémme verschiedener Herkunft durchgefiihrt; dabei ergab 
sich, daB die aus unbewachsenem Boden isolierten Bakterien den gréBten Anteil 
an gegen diesen Hemmstoff empfindlichen Stémmen aufwiesen. Von 28 Boden- 
bakterien wurden 22 deutlich gehemmt, dagegen waren von 36 von Wurzeln iso- 
lierten Organismen nur 9 empfindlich. Ein Test mit zerriebenen Wurzeln von 
Euphorbia amygdaloides gegen 6 Bakterien der gleichen Wurzel zeigte keine Hem- 
mung, von 8 Bakterien vom gleichen, aber nicht bewachsenen Standort wurden 7 
gehemmt. Im selben Test rief Aegopodium podagraria keine Hemmzonen hervor. 
Diese Teste wurden vergleichsweise auf verschiedenen Substraten durchgefiihrt, 
es ergaben sich dabei keine Unterschiede. 


Diese Versuche zeigten, da eine aéuBerliche Sterilisation der Wurzeln 
wegen der moéglichen Nachwirkungen des Sterilisationsmittels fiir die 
Teste nicht brauchbar ist, sie zeigten andrerseits, daB sowohl ganze als 
auch zerriebene Wurzeln im Test verwendbar sind. Aus den Versuchen, 
mit sterilem Material zu arbeiten, ergab sich ferner die wesentliche Ein- 
schrinkung, daB der Test beendet sein muB, ehe die noch an den Wurzeln 
befindlichen Bakterien sich so vermehrt haben, daB mit ihrem EinfluB 
auf die Testorganismen gerechnet werden mu. Damit war eine Begren- 
zung in der Wahl der Testorganismen gegeben: Nur schnell wachsende 
Formen sind geeignet, die eine Auswertung des Testes erlauben, ehe 
restliche Wurzelbakterien sich stark vermehrt haben. SchlieBlich deute- 
ten diese Versuche bereits darauf hin, daB die aus dem Boden isolierten 
Bakterien allgemein empfindlicher als die von Wurzeln isolierten sind. 
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Der Einfiu8 von Wurzelsubstanz auf Bakterien bestimmter Herkunit. 


Im Plattentest sollte die Wirksamkeit von Wurzeln auf Bakterien der 
eigenen Wurzel, solche von fremden Wurzeln und aus dem Boden fest- 
gestellt werden. Die bekannte bedeutende Vermehrung der Bakterien in 
der Rhizosphare miif&te im Test als Forderung zum Ausdruck kommen. 
Kine Forderung ist jedoch wesentlich schwerer zu erfassen als eine Hem- 
mung; deshalb wurde vorwiegend mit Pflanzen gearbeitet, die eine 
Hemmwirkung gegen empfindliche Bakterien ausiiben kénnen. Wenn 
deren hemmende Stoffe tatsachlich in der Wurzelumgebung zur Wirkung 
kommen und einen Einflu8 auf die sich in der Rhizosphare vermehrenden 
Organismen haben, dann ist zu erwarten, daB die an der Wurzel vor- 
wiegend vorkommenden Formen unempfindlich gegen diese Stoffe sind. 
Wenn Pflanzen mit hemmenden Fiahigkeiten die Bakterienentwicklung 
um ihre Wurzeln dennoch fordern, muB das nicht besagen, wie TIMONIN 
u. THEXTON annehmen, dai das aktive Prinzip nicht gentigend in den 
Boden diffundiert, um die Rhizosphare zu beeinflussen. Die Férderung 
kann sich vielmehr auf Organismen beschrainken, die durch den Hemm- 
stoff nicht beeinfluBt werden. 


Methodik. 


Isolierung der Bakterien. Die Isolierung der Testorganismen wurde im 
Kocuschen Plattenverfahren durchgefiihrt. Boden- und Wurzelproben wurden 
sofort nach der Entnahme in sterilem Wasser aufgeschwemmt, verdiinnt und zum 
PlattenguB verwendet. Die meisten der in der Literatur vorliegenden Bakterien- 
zihlungen, auf die die Kenntnis der hohen Bakterienzahl in der Rhizosphare zuriick- 
geht, wurden auf Kollektivnahrbéden gewonnen; deshalb konnten auch die eigenen 
Untersuchungen mit normalem Bakterien-Nahragar (0,39 Fleischextrakt, 0,5% 
Pepton, 2% Agar, px 6,8) vorgenommen werden. Da fiir den Test nur schnell- 
wachsende Formen in Frage kamen, wurde nach 48 oder 72 Std von den bei 25° C 
bebriiteten Platten abgeimpft in Réhrchen mit 5 cm’ einer Nahrlésung aus 0,3% 
Fleischextrakt und 0,5% Pepton, px 6,8. Diese Flissigkeitskulturen wurden bei 
25° C bebriitet und nach 48 Std zum Test herangezogen. 

Die Zahl der Stamme, die von einer bestimmten Herkunft — Boden oder 
Wurzel — zum Test herangezogen werden konnte, muBte notwendigerweise eine 
beschrankte bleiben; die Teste wurden im Durchschnitt mit jeweils 10 Stammen 
durchgefiihrt. Dabei wurden die bei hohen Verdiinnungen auf Kocuschen Platten 
erscheinenden Formen — als Vertreter der in der betreffenden Probe mutmaBlich 
haufigsten Bakterien — verwendet. 

Durchfiihrung der Plattenteste. Jeweils 10 cm? des fliissigen Nahragars 
wurden mit 0,25 cm® einer Vorkultur bei 40—45° C beimpft und in sterile Petri- 
schalen von 10cm Durchmesser ausgegossen. Die sofort nach dem Erstarren mit 
einem Korkbohrer von 9 mm Durchmesser ausgestanzten Testlocher wurden Bore 
mit zwei Tropfen (0,06 cm*) WurzelpreBsaft gefiillt. Die Platten wurden bei 25° C 
bebriitet und nach 24 Std ausgewertet. 


Vergleichsversuche ergaben, daf sich bei starker Hemmwirkung auf 
unterschiedlichen Nahrsubstraten (Bodenextrakt, synthetischer Nahr- 
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boden, Fleischextrakt-Pepton verschiedener Konzentration) keine quali- 
tativen Unterschiede ergaben; lediglich die GréBe der Hemmzone konnte 
in gewissen Grenzen schwanken. Die Empfindlichkeit der Teste wurde 
durch Substrate geringerer Konzentration gesteigert, doch muBte darauf 
geachtet werden, daB8 dem Testorganismus innerhalb von 24 Std so star- 
kes Wachstum moglich war, daB die Platten ausgewertet werden konnten. 
Es wurde deshalb mit 0,1°% Fleischextrakt, 0,159 Pepton, py 6,8 ge- 
arbeitet. 


PreBsafte. Fir die Teste wurden gesunde und méglichst junge Wurzeln aus- 
gesucht und unter der Wasserleitung sehr sorgfaltig gereinigt. Um wenigstens inner- 
halb eines Versuches eine gleichmaBige Dosierung der Wurzelsubstanz zu erreichen, 
wurden fiir die meisten Teste PreBsafte verwendet. Die gereinigten Wurzeln wurden 
kleingeschnitten und in einem 60 cm* fassenden PreBkorb einer hydraulischen 
Tinkturenpresse ausgepreBt. 

Kine Klarung der so erhaltenen triiben PreBsaifte kann nétig sein und ist ohne 
weiteres durchfiihrbar. Sie kann durch Zentrifugieren erfolgen oder mit Sxrrz- 
Filtern in einer Filterspritze+. Mit der Filterspritze ist auch eine Sterilfiltration 
durch Serrz-Filter oder — nach vorheriger Klarung — durch Membranfilter még- 
lich. Vergleichsversuche zeigten, daB die Anwendung von Filtern keine qualitativen 
Unterschiede in den Testergebnissen zur Folge hatte, lediglich die Auspragung 
der Hemmzonen konnte geringe Unterschiede zeigen. 

Die Wasserstoffionen-Konzentration der PreBsaifte hatte keinen EinfluB8 auf den 
Test, sie bewegte sich zwischen px 6,0 und 6,8 und lag meistens bei px 6,6. Eine 
Ausnahme bildete nur Armoracia rusticana mit px 4,5. 

Die Extrakt-Agar-Methode. Die Mehrzahl der Teste wurde nicht mit den 
fliissigen PreBsaften, sondern mit Extraktagar durchgefiihrt. Diese Methode ge- 
stattet ein schnelles und sauberes Arbeiten. Die Gefahr des Verspritzens von Test- 
substanz, wie sie beim Eintropfen mit der Pipette besteht, fallt fort, und eine ganz 
gleichmaBige Verteilung der Testsubstanz ist méglich. — 5 cm* PreBsaft werden 
mit 5 cm’ 2%igem Wasser-Agar bei 45° C vermischt und in eine plane Petrischale 
gegossen, nach dem Erstarren entsprechend und in gleicher GréBe wie beim Loch- 
test mit dem Korkbohrer Scheibchen aus dem Agar gestanzt. Diese Stanzscheibchen 
k6énnen auf das beimpfte Substrat aufgesetzt werden; es kann auch zweckmaBig 
sein, sie zuerst in die Petri-Schalen zu legen und dann mit dem beimpften Nahragar 
zu tibergieBen. Vorteilhaft ist auch, daB die im PreBsaft vorhandenen Fremdkeime 
im Extraktagar fixiert werden und sich dadurch langsamer vermehren als im fliis- 
sigen Testmaterial, daB auBerdem ein Uberhandnehmen von Fremdkeimen genau 
wie auf der Platte sichtbar wird und dann die betreffenden Testplatten aus dem 
Versuch ausscheiden kénnen. Dadurch, daB die Agarkonzentration der Stanz- 
scheibchen 1% betrigt, die des Nihragars aber 2%, wird fiir ein Diffusionsgefalle 
gesorgt. 


Teste mit Wurzelstiicken. Vergleichsversuche mit gewaschenen 
Wurzelstiicken, die auf den beimpften Niihragar aufgelegt wurden, zeigten, 
daB sich diese grundsatzlich wie PreBsiifte verhalten kénnen (Tab. 1). 
Wenn nicht geniigend Wurzelmasse zum Auspressen vorhanden war, 
wurde deshalb auch mit aufgelegten Wurzelstiicken gearbeitet. Dabei 
wurden frische Stiicke von etwa 1 cm Linge und solche, die 5 sec lang in 
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kochendes Wasser getaucht worden waren, verwendet. Es ging nimlich 
aus Versuchen mit frischen Wurzeln, durch Erhitzen oder durch Ein- 
frieren abgetéteten Wurzeln und Extrakt-Agar hervor, daB die Wirksam- 
keit aufgelegter Wurzeln im Vergleich zu der von Extrakt bei den einzel- 


Tabelle 1. 
Test mit Wurzelextrakt und Wurzel von 
Hypericum perforatum gegen Bakterien 
aus Boden bet Komposthaufen (30). 


Stamm Extrakt Wurzel 
30/1 HH 2fh4 HH 6 
30/2 Hit hi HH 5 
30/3 HH6Fh |HH7f£8h10 
30/4 HH 10 HH9 
30/5 HH7 HH 10 
30/6 HH 2 HH 5 
30/7 HH'9 HE Abb. 1. Teste mit Wurzeln B btili. 
Abb. 1. i ‘In gegen Bac. subtilis. 
30/8 HH 2 H7 Von oben im Uhrzeigersinn: 1. Hieraciwm pilosella 
30/9 HH 2 | H8 (HH 5 F 7); 2. Hieracium pilosella, erhitzt 
(HH 3 F 6); 3. Crepis virens (HH 7 F 8); 4. Crepis 
Zeichenerklarung auf 8. 304. virens, ethitzt (HH 3); 5. Ranunculus acer (—); 


6. Viola tricolor (HH 1); 7. (Mitte) Ranunculus 

acer, Extrakt-Agar (HH4 hh 8), 
nen Pflanzen verschieden sein kann. Die Wurzeln von Hypericum sind 
nach Tab. 1 in ihrer Wirkung dem Extrakt gleichzusetzen. Aus Tab. 2 
geht dagegen hervor, daB bei Ranunculus acer nur abgetdtete Wurzeln 
eine dem Extrakt entsprechende Wirkung zeigen. Wahrend bei Ranun- 
culus acer das Abtéten offenbar die Durchlassigkeit der Wurzel fiir den 


Tabelle 2. Teste mit Ranunculus acer und Sinapis alba gegen empfindliche Teststimme. 


Wurzel 
Stamm = Extrakt 
frisch erhitzt eingefroren 
Ranunculus acer 
Bacillus subtilis. . . . — HH 7 1a TE Laas} lal Dares Leal te, 18 
Bacillus mycoides . . . — H 38—6 hs H 10 
HOES BEA ies Darts EF 5 h1F9 iH 7 he? Re 
32/5 — A2 h 2 HH 6 
12/5 — H4 hl Tel 7 
5/3 — h 1—2 F6 17 hh 4 F7 
Sinapis alba 
Bacillus subtilis. . . . — H 2 = — 
Bacillus mycoides . . . — H5 — — 
hire siee — H1 — = 
24/2. Bae ass == hal — — 
ASM tee hi voiaar ils so 0x8 — h5 — h3 
Zeichenerklarung auf 8. 304. 
21 
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Hemmstoff erhdht, ist im Beispiel von Sinapis alba, in dem die erhitzte 
Wurzel wirksamer als Extrakt ist, nicht zu entscheiden, ob wirksame 
Bestandteile nicht in den PreBsaft iibergehen oder ob hemmende Stoffe: 
erst beim Erhitzen entstehen. Abb.1 gibt Beispiele fiir die Wirkung ver- | 
schiedener Wurzeln. 

Auswertung der Teste. Die Auswertung der Platten erfolgte nach 24 Std. 
Der Radius der sichtbaren EinfluBzone vom Testloch bzw. dem Stanzscheibchen 


oder der Wurzel aus wurde bei durchfallendem Licht gemessen. Dabei wurden. 
folgende Zonentypen unterschieden: 


HH = kilare, scharf begrenzte Hemmzone; H = klare, diffus begrenzte Hemmzone; 

hh = diffuse, scharf begrenzte Hemmzone; h = diffuse Hemmzone; F = deutliche 

Foérderzone; f = normales Wachstum, von weiterer EinfluBzone umgeben; — = wir- 
kungslos. 


Als diffuse Hemmzone wurde ein schwacheres Wachstum als auf der unbeeinfluBten 
Platte bezeichnet. Hinter der Typenbezeichnung ist die Ausdehnung der Zone in 
Millimeter angegeben. Buchstaben ohne Ziffern bedeuten Ringe unter 1 mm Breite. 
Bei hintereinanderliegenden Zonen wurde der Radius fortlaufend gemessen; so 
bedeutet z. B. HH 2 F 10, daB auf eine klare, scharf begrenzte Hemmzone von 
2mm Breite eine Férderzone von 8 mm folgt, die ohne scharfe Begrenzung in das 
Gebiet normalen Wachstums tibergeht. 

Die Registrierung und Auswertung von Foérderzonen ist nur sehr be- 
grenzt méglich; sie sind in den meisten Fallen nicht eindeutig feststellbar. 
Soweit Foérderzonen auBerhalb von Hemmzonen auftraten, war nicht 
zwischen einer echten Férderwirkung des Pflanzenmaterials und der Wir- 
kung innerhalb der Hemmzone nicht ausgenutzter Nihrstoffe zu ent- 
scheiden. SchlieBlich war das Auftreten von Foérderzonen meist vom 
Nahrsubstrat abhaingig und teilweise in Wiederholungen der Versuche 
nicht zu erfassen. Es wurde daher eine Férderung nur registriert, wenn 
sie besonders deutlich auftrat; die Auswertung aller Teste im Hinblick 
auf Forderwirkung war nicht méglich. 

Eindeutiger war die Feststellung von Hemmwirkungen. Klare Hemm- 
zonen traten weitgehend unabhiingig vom Nahrboden auf und waren 
reproduzierbar, soweit es sich nicht um sehr schmale Zonen handelte. 
Die Auswertung der Teste erstreckte sich daher vorwiegend auf Er- 
fassung dieser deutlichen Hemmzonen, und der grote Teil der Versuche 
wurde mit Pflanzen mit starker Hemmwirkung durchgefithrt. Auch diffuse 
Hemmzonen konnten ohne weiteres ausgewertet werden, erst sehr schwache 
Hemmzonen waren nicht immer reproduzierbar. 

Gréfe und Ausbildung der Hemmzonen hangen weitgehend vom Wirkstoffgehalt 
der Pflanze und von deren Herkunft und Alter ab, ferner von dem schwankenden 
Wassergehalt der Wurzel vor dem Auspressen, der Einsaatmenge und dem Alter 
der Testorganismen. Innerhalb eines Versuches — der im allgemeinen Teste gegen 
40—60 Stimme umfafte — konnte jedoch die wirksame Pflanzenmenge so gleich- 
maBig verteilt werden, da® sich vergleichbare Werte ergaben. Ein direkter Ver- 


gleich von ZonengréBen aus mehreren Versuchen war aber nicht ohne weiteres 
méglich und auch fiir die Deutung der Versuche nicht von Bedeutung. Wesentlich 
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ist die Feststellung, ob eine Pflanze im Test gegen ein Bacterium hemmende oder 
férdernde Tendenz hat, und allenfalls ein grober Vergleich der Starke. So werden 
die ZonengréBen nur da angegeben, wo ganze Versuche angefiihrt sind (Tab. 3—6). 
In der Ubersicht (Tab. 7) sind dagegen wichtige Versuchsergebnisse in wenigen 
Gruppen zusammengefaBt, die AufschluB iiber stark oder schwach hemmende 
Tendenz geben. 

Es sei hier noch einmal besonders betont, da® aus dem Verhalten be- 
liebiger Testorganismen gegeniiber Pflanzenextrakten keinerlei Riick- 
schliisse auf dkologische Beziehungen gezogen werden diirfen. Erst das 
gleichsinnige Verhalten von Organismen bestimmter Herkunft gegen 
Pflanzenextrakte kann zu gewissen Folgerungen berechtigen. 


Die Hrmittlung geeigneter Pflanzen. 


Fir die Teste kamen vorwiegend Pflanzen in Frage, die in der Wurzel 
hemmende Stoffe enthalten. Die meisten Kulturpflanzen — an denen die 
tiberwiegende Zahl der Rhizospharen-Arbeiten durchgefiihrt wurde — 
zeigten aber in eigenen Testen keine Hemmwirkung; das gleiche stellten 
schon WINTER u. WILLEKE (1952a) fest. FREERKSEN u. BONICKE wiesen 
nach, dai Hemmstoffe in der Pflanze in bestimmten Organen lokalisiert 
sein kénnen. Blatt, Bliite oder Wurzel allein konnten Hemmstoffgehalt 
aufweisen, wihrend andere Organe wirkungslos blieben; in vielen Fallen 
war die hemmende Substanz, wenn auch in unterschiedlichen Mengen, 
in der ganzen Pflanze verteilt. Also konnte fiir die eigenen Teste die bis- 
herige Literatur tiber Hemmstoffe in héheren Pflanzen héchstens Hin- 
weise geben, da im allgemeinen Extrakte aus allen Teilen der Pflanze ge- 
testet worden waren. Um Pflanzen mit einem Hemmstoffgehalt der Wurzel 
festzustellen, wurden daher etwa 100 Pflanzen durch Auflegen gewasche- 
ner frischer und erhitzter Wurzelstiicke auf mit Bac. subtilis und dem sehr 
empfindlichen Stamm 4/3 beimpfte Platten getestet. 

Starke Hemmwirkung zeigten dabei die Wurzeln von Armoracia rusticana, 
Chelidonium majus', Crepis virens, Hieracium pilosella, Hypericum perforatum, 
Lapsana communis, Pulmonaria officinalis, Ranunculus acer, Viola silvatica, Viola 
tricolor. 

MaBige Hemmwirkung wurde festgestellt. bei Alliwm schoenoprasum, Bras- 
sica campestris, Brassica napus, Campanula rapunculoides, Capsella bursa-pastoris, 
Epilobiwm montanum, Fumaria officinalis, Galium aparine, Galium verum, Geum ur- 
banum, Paeonia officinalis, Ranunculus repens, Raphanus raphanistrum, Rumex 
patientia, Sinapis alba. 

Sehr schwache Hemmzonen traten auf bei Achillea millefolium,.Aethusa 
cynapium, Agrostemma githago, Anthemis tinctoria, Avena sativa, Centawrea jacea, 
Chenopodium album, Chrysanthemum. leucanthemum, Cichorium intybus, Datura 


stramonium, Euphorbia helioscopia, Fragarva ananassa, Hordeum sativum, Lactuca 
sativa, Lepidiwm sativum, Linum usitatissimum, Matricaria cotula, Mentha piperita, 


1 Der Milchréhrensaft dieser Pflanze wirkt Bac. subtilis gegentiber stark anti- 


biotisch. — 
a1 
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Mercurialis annua, Mercurialis perennis, Nicandra physaloides, Papaver rhoecas, 
Plantago lanceolata, Plantago major, Secale cereale, Sonchus arvensis, Taraxacum 
officinale, Trifolium repens, Urtica dioica, Veronica arvensis, Vicia sativa, Zea mays. 

Keinerlei Hemmwirkung zeigten Acer platanoides, Aegopodium podagraria, 
Anagallis arvensis, Arenaria serpyllifolia, Bromus mollis, Cerastium caespitosum, 
Chaerophyllum temulum, Convolvulus arvensis, Dactylis glomerata, Dryopteris filix- 
mas, Hrodium cicutarium, Fragaria vesca, Fraxinus excelsior, Galeopsis. tetrahit, 
Glechoma hederacea, Helianthus annuus, Lamium album, Matricaria chamomilla, 
Melica uniflora, Mentha longifolium, Milium effusum, Phacelia tanacetifolia, Phleum 
pratense, Pimpinella saxifraga, Pisum sativum, Poa Chaixii, Polygonum aviculare, 
Polygonum convolvulus, Polygonum persicaria, Potentilla reptans, Rumex acetosella, 
Senecio vulgaris, Solanum nigrum, Solidago canadensis, Spinacia oleracea, Tragopogon 
pratensis, Trifolium pratense, Urtica pilulifera, Veronica chamaedrys. 


Wirksame Pflanzen im Test gegen Bakterien bestimmter 
‘ Herkunft. 


In der Regel wurde die Wurzel einer wirksamen Pflanze gegen Organis- 
men der gleichen Wurzel, solche vom gleichen, aber unbewurzelten Stand- 
ort und gegen solche anderer Pflanzen getestet. In den Tab. 3—6 sind die 
Versuchsergebnisse einer Anzahl von Testserien wiedergegeben. 

Es bedeuten in den Tabellen: Spalte G@ = Gramfairbung: + grampositiv, 
— gramnegativ; Spalte S = Sporenbildung: + mit Sporen, — ohne Sporen; 
Spalte Form: St Stdbchen, K Kokke, Ks Sarcina, V Vibrio, M Mycobacterium, 
A Actinomycet, P Proactinomycet. Erklirung der Testsymbole auf S. 304. 


Tabelle 3. 


Bdsm arly 8h: | metas | ee cncatondee"|” podagrarta’ 4 orftwais O° gua 
Test gegen Stémme von Taraxacum officinale 

6/1 + + | St — F F HH 4 

6/2 + +) St — — HH 4 

6/3 + +] &t HH 10 — — HH 6 

6/4 | — — | St — — -- -- 
6/5 + +] St _ F — HH 5 

5/6 + —|M H5 h? — H5 

5/7 + +) St H 1—2 F HH4F 
5/8 + +] St h 6? F F? HH 4 

6/9 | — —]| St — — — — 

Test gegen Stiimme von Aegopodium podagraria 

6/1 — —| St — _ — — 
6/2 + + | St h2 F Flh4 HH 5 

6/3 + +] St F 5? F Fih4 HH 4 

6/4 | — — | Bt F? F F — 

C/E aes | oN — — H5 

6/7 + —j|P — F F HH3F5 
GiB. (Niet be oP ~ ae * H5 

6/9 + M H6F Heh? F6 H7 
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Tabelle 3. (Fortsetzung.) 


Stamm G 8 | Form Campanula Aegopodium Taraxacum Chelidonium 
rapunculoides podagraria officinale Majus 
Test gegen Stimme von Chelidonium majus 
aa. — 1 Se = we =e F1—2 
7/2 — —]| St = = F? a 
7/3 — —]| 8&t = — = oa 
7/4 — —]!| St = = ae ae 
7/5 — —]} St = —_ =a us 
7/6 — —| St = = _ r* 
7/7 — —)]} St = a = a 
7/8 — —]} St — as -_ Ads 
7/9 — —]| St — = het cs 
7/10 | — — | St — ae FE Fl 
7/11 | — — | St aS = F Et 
7/12 | — — J] St F? — = Fl 
7/13 | — — | St — a ae == 
Test gegen Staémme aus Boden bei Chelidoniwm majus 
8/1 + + |] St | — — — Hd 
8/2 — | St = — 2 
8/3 — —/ St — EF aa 
8/4 — —/! St F 1—2 = = = 
&/5 — —} St F — — EE 
8/6 — —]/ St F 1—2 — — IGS 
8/7 — —| 8t — — — HH 6 
8/8 + +) St F in? HH 6 
8/9 + + | St F ine F 1—2 HH 6 
&/10 | — —| St F 1—2 — F H1F2—3 
8/11 | — —|_St F 2 2)? 
§/12 | + + | St — iP al F2 HH 4—5 
8/13 | — —| 8t F 13 — | — ish iy 8} 
Bacillus subtilis . . — EF? F | HH 4 
Bacillus mycoides. — 1 Fihd HH 5 
Bacterium coli. . . | Fl Fl Fl | pe 
Sts (UGRAOS 5 Qo oe a _ = H3 
SRS 7-5 ira year HH 10 = — HH 6 


Extrakte (als Extrakt-Agar) von: Campanula rapunculoides, vegetativ; Aegopo- 
dium podagraria, vor der Bliite; Taraxacum officinale, bliihend; Chelidonium majus, 
bliihend. Gegen Testorganismen von: Aegopodiwm podagraria; Taraxacum offici- 
nale; Chelidonium majus; undurchwurzeltem Boden am Standort von Chelidonium. 


Zeichenerklarung auf S. 304. 


Zu Tabelle 3: 

Stark wirksam gegen Organismen aus undurchwurzeltem Boden und 
gegen Organismen von allen verwendeten Wurzeln mit Ausnahme der 
eigenen war Chelidonium majus. Campanula zeigte eine Hemmwirkung 
gegen einzelne Stiimme von Taraxacum und Aegopodium, Taraxacum 
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war ebenfalls in Einzelfallen schwach wirksam, wihrend Aegopodiwm 
véllig unwirksam war. Unempfindlich gegen alle Extrakte waren nur die 
von Chelidonium isolierten Stimme. 


Tabelle 4. 

Chelidonium Ranunculus Ranunculus Armoracia 

Stamm) G 8 | Form majus acer repens rusticana 
Test gegen Staémme von Chelidonium majus 
45/1 | — — | St — hl a | — 
45/2 | — —| 8&t F h h F 
45/3 | + + | St HH 5 hh3 F5 hh 5 HH1F10 
45/4 |— — | St — tsb! = = 
45/5 | — — | St —_— | HH2F4 H F 10 
45/6 | — —| St HF hl hl FE 
45/7 | — — | St F h F 
45/8 | — — | St — | h F5 
45/9 | — —| St _— hl h F 
45/10; — —| St — hl — F 
Test gegen Staémme aus Boden bei Chelidonium majus 

44/1 |+ + | St HH7 | h | — ae EES 
44/2 |} + + | St HH 5 Hi hh7 hh 6 | HH1F4 
44/3 | — — | St — | — | — — 
44/4|}+ —|A HH7 . h2 h 2 | HF 
44/5 | + + | St HH 5 hh 12 hh 6 H1F4 
44/6 | + 4+ | St HH 6 h2 h F6 
44/7 | + + | St HH 6 Hhh9 h HEE 
48/8 | + +] St HH 6 HH 2hbh7 | hh 6 | HHIT7 
Bacillus subtilis . . HH6a, | MHSon| . bhe h 
Bacillus mycoides. HH 6s] H8 hl HH 2 F5 
Bacterium coli. . . HF3 hh6oFs | = — 
OO pmmae. Mapas. es HH 5 H9 HH 2 HHI flhh4F6 


Extrakte (als Extrakt-Agar) von: Chelidoniwm majus, fruchtend; Ranunculus 
acer, vegetativ; Ranunculus repens, verbliiht; Armoracia rusticana, vegetativ. 
Gegen Testorganismen von Chelidonium majus, 24 Std alte Anreicherungskultur, 
und aus undurchwurzeltem Boden, 60 em von Chelidonium entfernt. 


Zu Tabelle 4: 


Chelidonium majus erwies sich als stark, Ranunculus acer als miBig und 
Ranunculus repens als ziemlich schwach hemmend gegen die empfind- 
lichen Organismen. Armoracia rusticana zeigte eine mikige Hemmwir- 
kung, auferdem aber — auch bei den nicht gehemmten Stammen — eine 
sehr starke Férderung, wie sie sonst bei keiner Pflanze beobachtet wurde. 
Die aus dem Boden isolierten Stimme waren wieder wesentlich empfind- 
licher als die von Chelidonium isolierten, unter denen nur einzelne emp- 
findliche vorkamen. Auffiallig war, daB Stamm 45/5, der von dem sonst 
nicht sehr wirksamen Ranunculus acer stark gehemmt wurde, gegen 
Chelidonium unempfindlich war. 
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Tabelle 5. 
eee ere enn ANT et es iene 
Crepis virens Hieracium pilosella as 
Stamm | G S | Form Wurzel purzel acer 
frisch erhitzt frisch | erbitzt, Extrakt 
Test gegen Staémme von Crepis virens 
37/1 |+—| K — _— — |hh1—2¥F4 hh6 F9 
37/2 |+ —| Ks h4 hl? — | ~ — 
3a7/3 | + —| St law = pods F 10 
37/4 | + —|Hefe — | — = a H7 
37/5 |——| St BE we ee = hh5 F 10 
37/6 |+ —| St — - — HH 10 F13 
37/7 |} + —| M hh 3 hh2 F5 hh 2 hh 10 hh5 F9 
37/8 |}——]| St os a HH 6 
aia | a —| St | ers | hl? 
Test gegen Staimme von Hieracium pilosella 
36/1 |——j| V? — — _— ae H 
36/2 |— —| V? h 2 143 h3 h2 h2 
36/3 |+ —| P H2 h Tail -— hh 2 
36/5 -|— —| St — — — — hl 
36/6 |— —|]| St _ — — — HH 5 F7 
36/7 |}++)] St H -= H hl 
36/9 |——| St — — | h? h3 
36/10 | + —| St — — —- — h2 
Test gegen Staémme aus Boden gleicher Herkunft 

38/1 |+ +] St | HH6 HH 5 HH 4 HH 3 HH 3 
38/2 |+ +) St | HH10 h3 HH 3 HH 3 h 2—3 
38/3 |+ +] St |HH5F7 h2 HH2F4) HH3 F5)] h2 £9 h10 
38/4 |} +—| A h2 h? h? h2 lah ANY 
38/5 |+ +] St | HH6 HH 4 HH 4 HH 4 HH 5 
38/6 | ++] St _— F3 — HH1 F3 h2 
38/7 |+ +] St | HH6 H 1—2 HH 4 HH 3 h3 hh 10 
38/8 |}+ +] St | HH6 HH 2 HH 5 HH 7 bh3F7h9F12 
38/9 |} +—| M |H3 h6 F6 h2 h 1—2 h? 
38/10 | + —| M? H7 | H1—2F12 H5 h5 h3 
38/11 | + +] St — HH 1—2 _ = hh 3 
Bacillus subtilis HH7F8 HH 3 HH5F7|)HH3 F6| HH4 hh8 
Bacillus mycoides HH 5 HH 2 HH 5 HH 4 HH 4 hh 12 
Bacterium coli — — Es — hh6 F7 
5/3 HH 5 HH 4 HH 3 HH 2 hh5 F10 


Zeichenerklarung auf 8. 304 und 306. 


Da nur wenig Wurzelmasse zur Verfiigung stand, wurde mit frischen und ab- 
getoteten Wurzelstiicken getestet. Test mit: Crepis virens, bliihend; Hieraciwm 
pilosella, bliihend; Ranunculus acer, vegetativ, als Extrakt-Agar. Gegen Testorga- 
nismen von: Crepis virens, bliihend; Hieracium pilosella, verbliiht; Boden vom 


gleichen Standort. 
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Zu Tabelle 5: 


In diesen Testen zeigte sich deutlich, da die von den stark hemmenden 
Wurzeln von Crepis virens und Hieracium pilosella isolierten Stamme 
wesentlich weniger empfindlich waren, als die aus dem Boden isolierten. 
Kaum deutbar sind die — allerdings nicht wesentlichen — Unterschiede 
zwischen frischen und erhitzten Wurzeln bei Crepis und Hieracium. Ob 
mehr wirksame Bestandteile beim Abtéten der Wurzel frei wurden, wie 
es bei Hieracium mit den Staémmen 37/1, 37/7 und 37/8 scheint, oder ob 
solche beim Erhitzen zerstért wurden, wie z. B. aus dem Test mit Crepis 
gegen 37/2, 38/2 und 38/3 hervorzugehen scheint, war nicht zu entscheiden, 
Ranunculus acer zeigte in diesem Test eine allgemeine schwache Hemm- 
wirkung, ohne daB diese auf simtliche Stimme ausgedehnt war, aber auch 
ohne Beziehungen zu der Herkunft der Testorganismen. Da Ranunculus 
acer Teststimme hemmte, die gegen die starke Hemmwirkung der eigenen 
Wurzel unempfindlich waren, scheint eine allgemeine Unempfindlichkeit 
der Organismen stark hemmend wirksamer Wurzeln nicht vorzuliegen. 


Zu Tabelle 6: 

Es wird deutlich, daB erst nach dem Abtéten der Wurzel gentigend 
hemmende Substanz fiir den Test frei wurde. Weiter ist eine gute Uber- 
einstimmung der Ergebnisse mit abgetdteten Wurzelstiicken und mit 
Extrakt-Agar zu erkennen. Der Versuch zeigte, daB sich die Wurzel von 
Viola tricolor anders verhalt als die von Crepis virens und Hieracium pilo- 
sella (Tab. 5), die auch frisch voll wirksam waren, und daB Wurzeln auf 
verschiedene Weise gepriift werden miissen. Auch aus diesem Versuch 
geht die Unempfindlichkeit der wurzeleigenen Mikroorganismen gegen 
Hemmstoffe dieser Wurzel hervor und der groBe Anteil der empfindlichen 
Formen an der allgemeinen Bodenmikroflora. 


Nach einer Reihe friiherer Arbeiten (siehe KaTzNELSON, LOCHHEAD u. 
TIMONIN 1948, CLARK 1940) sind in der Rhizosphire vorherrschend gram- 
negative Organismen zu finden, ebenso soll der Anteil sporenbildender 
Formen im Wurzelbereich relativ gering sein. Fiir die in den Tab. 3—7 
aufgefiihrten Organismen wurde ebenfalls das Verhalten bei der Gram- 
farbung und das Sporenbildungsvermégen untersucht. Eine genaue Be- 
stimmung der isolierten und zu Testen verwendeten Stimme war im 
Zusammenhang mit den zu lésenden Fragen nicht erforderlich. 

Ks zeigte sich, daf tatsiichlich sporenbildende, grampositive Stiibchen 
iiberwiegend in den Isolierungen aus Béden und von Wurzeln nicht oder 
wenig wirksamer Pflanzen gefunden werden. Umgekehrt sind nicht 
sporenbildende Stabchen neben anderen Organismen in der Rhizosphare 
stark hemmend wirksamer Pflanzen zu finden; das wird besonders bei 
Chelidonium deutlich. Diese Verteilung steht aber nicht unbedingt im 
Zusammenhang mit der Empfindlichkeit der betreffenden Organismen 
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Tabelle 6. 
Viola tricolor 

Stamm| G S$ | Form Wurzel = | ailace 4h 

frisch | erhitzt | HavakioAgar Extrakt-Agar 

Test gegen Stiémme von Viola tricolor 
39/1 |——| St | = | = | aS 
39/2 |— —] ste ins! re | th aie 
Bois | St? LZ a lost * 
39/4 | — St | = | ~*~ | = | h6 
Boar || St a= hl | = fl hh3 
39/6 |+ —| Ks — as — Bs, 
39/7 }+—| M | = a | ze = 
39/8 |+—| A — Hl | = | - 
39/9 |} + +} St — — = | F4 
39/10} + +1] St = ae 4 Ze 
39/11 | + —]| Ks — | us ae la 
389/12} + +) St -- — F? F 4? 
Test gegen Stémme aus Boden von Brachland 

Ore ie |) St HH 2 HEE HH 2—3 
20/2 |— —| St a | HH 3—4 HH 1—2 H3h9 
20/3 |+ +) St — | HH2F HH1 F hh3 F6 
20/4 |} + + | St -- HE 2: Sei Eled | hh 2 
20/6 | + +] St = HH 2 | ELE Se ee A he ko 
20/6, |+ +.) St as HH 2 HH1F | HH 2 
AG es a 2 hh 3 HH 2 HH1IFh3 h 2 
Zope pe St | hh 2 HH 3 HH 2 hh4 hh 2 
20/9 |} + +] St he HE | HH 1 hh 4 
20/10; + +) St hh 2 HH 2 HEAL ey hh 2 
20/11|+ +] St hh 2 HH2 | HH1 hh4 hh3 h7 
Bacillus subtilis HH 1 HH 3 | HH 2 h6 
Bacillus mycoides |  hh3 HH 4 HH4 °°) * H34 
Stamm 5/3 an hl h hh4 


Teste mit frischen und abgetéteten Wurzeln und mit Wurzelextrakt-Agar von 
Viola tricolor, ferner mit Wurzelextrakt-Agar von Ranunculus acer gegen Test- 
organismen von Viola tricolor, bliihend, und aus Ackerboden. 


gegen Hemmstoffe. So wurden die keine Sporen bildenden Stamme 36/6 
und 45/5 von Ranunculus acer stark gehemmt, nicht dagegen von ihren 
eigenen Herkunftspflanzen Hieraciwm und Chelidonium. Auch die Stamme 
8/7 und 20/2 fielen als sehr empfindlich auf; umgekehrt fanden sich bei 
Viola tricolor vier sporenbildende Stiimme, die unempfindlich gegen die 
getesteten hemmenden Pflanzenstoffe waren. Solche wenig empfindlichen 
grampositiven Sporenbildner kamen auch im Boden vor (Stamm 38/6). 
Entscheidend fiir das Vorkommen von bestimmten Mikroorganismen an 
den Wurzeln stark hemmend wirksamer Pflanzen ist offenbar deren Un- 
empfindlichkeit gegen die betreffenden Hemmstoffe, ohne daf diese 
streng an Gramnegative und Nichtsporenbildner gebunden sein muB. 
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Ubersicht iiber die durchgefiihrten Teste. 

Mit Wurzelmaterial von 34 Pflanzen wurden Teste gegen Organismen 
aus 41 Isolierungen durchgefihrt. Isoliert wurden tiberwiegend Bakterien, 
in geringerer Zahl auch Mycobacterien, Proactinomyceten und Actinomy- 
ceten. Als Beispiel wurde ein Teil der Versuche ausfiihrlich in den Tab.3—6 
dargestellt. Um jedoch einen Uberblick iiber die Ergebnisse aller Teste zu 
gewinnen, wurden die Einzelergebnisse nach folgendem Schema in sechs 
Gruppen aufgeteilt: 


Symbol 
ohne deutliche Wirkung aa 
schwache Hemmung hubisseinachl B28 Nas sare <phase ere 1 
maBige Hemmung h iiber h2, hh, H bis einschl. H 2, HH bis 

emschl JH Alor Beck. <5 te aba, See a 2 
starke Hemmung Heuber EP 2. rE aber be Wee ee ere 3 
deutliche Férderung BY bisteinschl sible 1 OS pte. ae eee ee ao a 
starke Férderung FB ibeR By Lis st jer eta pw Dist ee ea ee ee + 


In erster Linie ging es um die Herausstellung des Unterschiedes zwischen ge- 
hemmten und nicht gehemmten Organismen; deshalb wurden die geforderten Stémme 
beider Schematisierung mit 4hnlichen Symbolen wie die nicht beeinfluBten bezeichnet. 

Ein Uberblick tiber die Teste kann in diesem Rahmen nur im Auszug 
gegeben werden; in Tab. 7 ist die Beeinflussung verschiedener Organismen- 
herkiinfte durch hemmend wirksame Pflanzen dargestellt. Die Anordnung 
erfolgte so, daB eine senkrechte Spalte innerhalb der Gruppe das Verhal- 
ten des gleichen Teststammes wiedergibt; so laBt sich die Empfindlich- 
keit einzelner Organismen wie die der ganzen Gruppe tiberblicken. Dabei 
wird deutlich, was in einigen Fallen auch aus den Versuchen der Tab. 3—6 
hervorgeht, da dem einzelnen Organismus wohl eine gewisse Tendenz zu 
empfindlicher Reaktion oder Resistenz gegeniitber Hemmstoffen eigen ist, 
daB aber in vielen Fiillen ein eigentiimliches Empfindlichkeitsspektrum 
den wirksamen Substanzen gegeniiber vorhanden ist. Es fallt wieder auf, 
daB die Empfindlichkeit der Isolierungen aus Boden gegeniiber stark 
wirksamen Pflanzen sehr groB ist, daB andrerseits die Isolierungen von 
wirksamen Pflanzen nur wenige empfindliche Organismen aufweisen. Das 
gilt aber nicht in allen Fallen, so hemmt z. B. Lapsana auch die Organis- 
men der eigenen Wurzel stark, die von anderen wirksamen Wurzeln da- 
gegen wenig. — Um die Wirksamkeit der Pflanze auch in Testen gegen 
unempfindliche Stamme sichtbar zu machen, wurden die im gleichen Ver- 
such gewonnenen Testergebnisse gegen Bac. subtilis und den sehr emp- 
findlichen Bacillus 5/3 als Kontrolle mit angefiihrt. 


Zur Frage der spezifischen Beeinflussung der Rhizosphire 
durch die Pflanze. 
Die sicherste Methode, spezifische Einfliisse von Pflanzen auf bestimmte 
Organismen nachzuweisen, ist das Beimpfen des Kultursubstrates steril 
aufgezogener. Pflanzen mit Reinkulturen der betreffenden Organismen. 


Untersuchungen iiber die Rhizosphiare. 313 


Tabelle 7. Ubersicht iiber die Beeinflussung verschiedener Organismenherkiinfte durch 
wirksame Pflanzen im Test. 

Abkirzungen: fW = frische Wurzel; aW = abgetétete Wurzel; ohne Angabe 

= Extrakt. S = Stadium der zum Test verwendeten Pflanze: v — vegetativ, 

b = bliihend, f = fruchtend. Bs = Bacillus subtilis. — 5/3 = unbestimmter Sporen- 

bildner. 3, 2, 1 = Hemmwirkung in abnehmender Starke; .,~ = Foérderwirkung, 


schwach und stark; — = ohne erkennbare Wirkungen. 
re ee ee ee ee ee 
Test mit | SS) Testschema | Bs | 5/3 


a ee 


A. Isolierungen aus undurchwurzelten Boden 


Boden von Brachland 
| 


Mercurialis perennis. .| f |— 2 1 eae ee 
Pulmonaria officinalis .|  v | ire? 22—2 1 pra 
Ranunculusacer ...| v |833223322222 } 2} 2 
Ranunculus repens aW f |j—~22—2 3 —3 ——— 2 1 
Viola silvatica V _ 30 so omoies 3 id. oO 3) 3 3 
Viola tricolor . by [2 Bok. wo. 2.8 Se 22 3 Vi iced 
Boden von Grasland 
Agrostemma githago . . | b |“ | . | 1 
Epilobium montanum .| b ceca | 
Lapsana communis lt clos St Sees Be oor io eed eee ada 
Papaver rhoeas . b oe all 
olassvatica® 6. A I 202931 Be 2-2 PD, 
Boden bei Komposthaufen 
Mprosiemma gikago . =| bb. \-4~ 1 (Pw: 
Armoracia rusticana . Vv oe Le 2 Se 2 32, 1 3 
Epilobium montanum b 1 3 —|1 
Hypericum perforatum . Vj y ate onde a) ei ak ale ays 8) oa A 
Lapsana communis Den ttOedom Omi OLso Olas aoe 3 | 3 
Ranunculus acer . aW| v |2 3 3 3 3—1 3 3 3 | — 
Papaver rhoeas . : bt jt 1 le —|1 
Viola tricolor. . . f{W| b 3 3 3— 3 —— 3 3 3 1 
Boden, Standort von Chelidonium majus 
Chelidonium majus ..| b |3 ——— 2 2 3.3.3 2— 3 2| 3 
Boden, 60 cm von Chelidonium majus entfernt 
Armoracia rusticana. .;| v |2 22 2~ 2 2 ih Mh es} 
Chelidonium majus ieee se Ooo oy oO 3 | 3 
Ranunculus acer v 12: ao 0 eal Ie Si oF Pd. 
Ranunculus repens fe 2 a DOES 
Boden 30 cm von Chelidonium majus 
Armoracia rusticana . vi |3.— 4 —. 2). 2 +~ — 2 | eal SB 
Chelidonium majus f | 3)—= 3i— 37 3,3 = 3 sis 
Ranunculus acer Ve cele Ue 1 2p = 222 5 ola a 
Ranunculus repens fear Se tele ore le 2) Pe 2 2153 
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Test mit S Testschema Bs | 5/3 
Boden bei Crepis virens : 
Crepis virens . . . fW| b 1/3 3 31 3—3 3 3 3— 3 | 3 
Hieracium pilosella {W| b |3 3 3— 3— 3 3 1 3 — 3/3 
Ranunculus acer : v |3 22—3 13 2—2 2 3 | 2 
Viola tricolor. . . {Wi} b |— 3 3 — 2— 3 3 ——— 2 1 
Boden bei Mercurialis annua 
Hypericum perforatum . vo Po =— "3d 3.73 33 -3:°3 5353 3 
Boden bei Plantago lanceolata 
Hypericum perforatum . ver 32383 (3 73. 43° Se 3.63 goa See dilase 
B. Isolierungen von stark wirksamen Pflanzen 
Armoracia rusticana 
Armoracia rusticana. .| v |\Y~ ~ 2—877~ 2 1 3 
Hypericum perforatumtW|  b 1— 1 — 3 ——— — 3 | 3 
Ranunculus acer . aW| vo |\—— 2—3—1— 1 3 — 
Viola tricolor . . . f{W} bo J——— — — — — — — Sr! 
Chelidonium majus 
Chelidonium majus bo ¥ ————— — — — — >. each eet 
Chelidonium majus, Anreicherungskultur 
Armoracia rusticana . . vi j—-vAn 38 —HY AAI AA il 3 
Ranunculus acer Vian eS we eS a hG yy ed ae Sills 
Ranunculus repens f j—12—2 1——1— 2 | 3 
Chelidonium majus f jI—7A 3 —— 2, ——— 3.1 3 
Crepis virens 
Crepis virens . fW| b |— 2 1——— 2 —— 3 | 3 
Crepis virens . . . aW| b ———— 2 3/3 
Hieracium pilosella fW\  b as | 3 i 
Hieracium pilosella aW| b | 2 -= 2 -- 3 ies 
Ranunculus acer oe Z2—~ $3 23 2.3 — 3 12 
Viola tricolor. . . f{W| b 3 | 1 
Hieraciwm pilosella 
Orepraitirens =: vo. LW |) sb w=" «2a? = Scie 
Crepis virens . aW| b 1 — — 3 3 
Hieracium pilosella f{W| b |— 1——— 2 —— Bel ees 
Ranunculus acer ps Viriee el Pace] Si als Peal 3 alee 
Viola tricolor. . . f{W| b \— — 2s aan 
Hypericum perforatum 
Hypericum perforatum . vo lH 3 —- 3. | 13 
Lapsana communis f£W f — 
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Tabelle 7. (Fortsetzung.) 
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Test mit 


Agrostemma githago . 
Epilobium montanum 
Hypericum perforatum . 
Lapsana communis 
Lapsana communis £W 
Papaver rhoeas . 


Chelidonium majus 
Ranunculus acer 


Ranunculus acer 
Ranunculus repens 
Waolaxinecolor ". (= 21. 


C. Isolierungen von maBig wirksamen Pflanzen 


Agrostemma githago . . 
Epilobium montanum 
Lapsana communis 
Papaver rhoeas . .. . 
Viola silvatica 


Armoracia rusticana . . 
Hypericum perforatum tw 
Ranunculus acer . aW 
Viola tricolor . . . £W 


Agrostemma githago . . 
Epilobium montanum 
Lapsana communis 
Papaver rhoeas . .. . 
Viola silvatica 


Agrostemma githago . . 
Epilobium montanum 
Lapsana communis 
Papaver rhoeas . . 
Mercurialis perennis . 
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ous Ss os oy 4 450. o oS Oy eh pein rs Tmodgaon 


Bo dor ism tom log 


Testschema 


Lapsana communis 


a es 
otra AES yell 
igi be aoe he ae) 
STS Spsusng 
Sa ieeu8a Bq2 
Vad ere —2 20) 


Ranunculus acer 


3 3 3 3 3—— 3 3 3 3 


Viola tricolor 


Agrostemma githago 


2 2 


wn wore 
me oo | 


Chenopodium album 
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Test mit s Testschema | Bs 5/3 
I er a ee 
Plantago lanceolata 
Hypericum perforatum.| v \3 —2.—— 3 3 3331 38 3 
Plantago lanceolata b — 3 SS = aie 
Ranunculus repens 
Chelidonium majus ve PL 1 —1 Se 3 
Crepis virens . : ve 3 3 3 — Sried 
Hypericum perforatumtW| v 3 — 2 2 3 
Ranunculus repens v — — -~ 
D. Isolierungen von schwach oder nicht wirksamen Pflanzen 
Aegopodium podagraria 
Chelidonium majus . . b = 3 3 —— 3 3 3 3 
Hypericum perforatum . VO ee 2 
Bromus mollis 
Chelidonium majus ey 1 
Ranunculus acer Dive. os 
Mercurialis annua 
Hypericum perforatum.| v |3—3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 
Plantago lanceolata bitin Dg aes Eee pe 
Taraxacum officinale 
Chelidonium majus ..| b |3 3 3— 3 3 3 3 
Hypericum perforatum . Vv 
Plantago lanceolata . . bi 3 ys > lag 
Campanularapunculoides| vo —— 3 — 3 3 — — | 3 


Auf diesem Wege fand StT1nue, daB sich im Wurzelbereich von Sinapis 
alba verschiedene eingeimpfte Bakterien, darunter Bac. subtilis, ver- 
mehren konnten; irgendwelche spezifischen Einfliisse waren nicht festzu- 
stellen. Nach eigenen Testen, in denen die Wurzel von Sinapis alba gegen 
empfindliche Organismen praktisch unwirksam war, ist bei dieser Pflanze 
auch keine Hemmwirkung zu erwarten. 

Wenn dagegen in den Wurzeln vorkommende Hemmstoffe die: Zu- 
sammensetzung der Rhizosphire tatsichlich beeinflussen, dann muB sich 
ihre Wirkung so bemerkbar machen, daB gegen sie empfindliche Organis- 
men im Wurzelbereich anteilmaBig zuriicktreten. Das lieB sich mit dem 
Plattentest fiir Chelidonium majus, Crepis virens, Hieracium pilosella, 
Viola tricolor und Hypericum perforatum bestiitigen, wahrscheinlich ist 
es auch fiir Armoracia rusticana und Ranunculus acer. Von den Wurzeln 
dieser Pflanzen wurden iiberwiegend Stimme isoliert, die nicht durch 


Untersuchungen iiber die Rhizosphare. 317 


Inhaltsstoffe der gleichen Wurzeln gehemmt wurden, wihrend diese Stoffe 
gegen Teststamme anderer Herkunft weitgehend hemmend wirkten. Das 
Uberwiegen empfindlicher Organismen, wie bei der stark wirksamen 
Lapsana communis, kann ein Hinweis darauf sein, daB der hemmende 
Stoff in der Rhizosphire nicht zur Wirkung kommt; das kann daran 
liegen, daB er nicht von der Wurzel ausgeschieden wird oder in zu ge- 
ringen Konzentrationen im Wurzelbereich auftritt, um noch Hemm- 
wirkung zeigen zu k6nnen. 

Eine Empfindlichkeit der Organismen besteht meistens gegentiber einer 
ganzen Anzahl wirksamer Pflanzen; deshalb lat sich wahrscheinlich 
schon aus dem Verhalten der Rhizosphiren-Organismen gegen die 
Hemmstoffe anderer Wurzeln schlieBen, ob in der eigenen Wurzelregion 
hemmende Stoffe wirksam sind, auch wenn sie in den ziemlich groben 
Plattentesten nicht in Erscheinung treten. So la8t sich vielleicht ein 
,,Boden-Typ* der Rhizosphire, der sich in bezug auf die Empfindlichkeit 
der Organismen ahnlich wie der umgebende Boden verhalt (wie bei Mer- 
curialis annua, Taraxacum officinale), unterscheiden von einem ,,Wider- 
stands-Typ‘, der durch eine Mehrzahl unempfindlicher Organismen in 
der Rhizosphare charakterisiert ist. 

In dem gleichen Mabe, wie die verschiedenen Pflanzen die Mikroflora 
unterschiedlich beeinflussen, diirfte sich auch die Zusammensetzung der 
Rhizosphare mit steigender Wirksamkeit der Pflanze durch Ausscheiden 
der empfindlichsten Organismen an diese anpassen. Diese Auslese erfolgt 
zugunsten der Organismen, die trotz dem Vorkommen von Hemmstoffen 
die im Wurzelbereich in jedem Fall freiwerdenden fordernden Stoffe ver- 
werten kénnen. Diese Stoffe selbst werden durch ihre unterschiedliche 
Verwertbarkeit fiir die Organismen einen bestimmten Aufbau der Rhizo- 
spharenflora begiinstigen — also in positiver Weise eine gewisse Spezifitat 
bewirken —, in den dann hemmende Stoffe regulierend eingreifen kénnen. 
Eine spezifische Zusammensetzung der Rhizosphire wird so zustande- 
kommen, dafs neben den fiir Mikroorganismen fordernden Stoffen ver- 
schiedenen Pflanzen eine mehr oder weniger starke Auslesefahigkeit zu- 
kommt, die die Vermehrung bestimmter Organismen im Wurzelbereich 
verhindert. Das Empfindlichkeitsspektrum der Organismen gegeniiber 
verschiedenen Hemmstoffen ist unterschiedlich, deshalb ist mit einer 
spezifischen Auslese zu rechnen. Eine ausgesprochene Spezifitaét hatte 
demnach die Rhizosphiare einer stark hemmend wirksamen Pflanze, die 
eine gegen die eigenen Hemmstoffe unempfindliche Wurzelflora besitzt, 
deren Organismen jedoch von anderen Pflanzen gehemmt werden. In den 
eigenen Versuchen wurden von hemmend wirksamen Pflanzen vorwie- 
gend Organismen isoliert, die allgemein, gegen alle stark wirksamen 
Pflanzen der Teste, wenig empfindlich waren. Eine Ausnahme war der 
Stamm 45/5 von Chelidonium, der von dem im gleichen Test nicht sehr 
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wirksamen Ranunculus acer stark gehemmt wurde. Vielleicht kann auch 
die Wurzelflora von Ranunculus acer als solches Beispiel gelten, die von 
Chelidonium stark, von Ranunculus acer aber nicht gehemmt wurde. 


Eine spezifische Zusammensetzung der Rhizosphare darf keinesfalls 
in der Zuordnung bestimmter Mikroorganismen zu bestimmten Pflanzen 
gesehen werden. Ausschlaggebend fiir die Zusammensetzung ist immer 
die Mikroflora des Bodens, in dem die Pflanze wichst und deren Gleich- 
gewicht sie durch fordernde oder hemmende Einfliisse in begrenztem 
MaBe beeinflussen kann. Von seiten des Bodens, der Pflanze und der 
Elemente des Bodenlebens wirken so viele veranderliche Faktoren auf 
die Grenzzone zwischen Wurzel und Boden ein, daf jede Pflanze eine 
andere Zusammensetzung ihrer Rhizosphare aufweisen dirfte, auch wenn 
sie durch wurzeleigene Stoffe eine bestimmte anstrebt. Uber die Aus- 
dehnung des EinfluBbereiches der Wurzel ist noch nichts bekannt, sie 
diirfte ebenfalls in Abhaingigkeit vom Boden, seinen Lebewesen und der 
Pflanze sehr unterschiedlich sein. 


Vergleichbarkeit und Reproduzierbarkeit von Testen. 


Teste, die nicht mit dem gleichen Pflanzenmaterial und nicht zum 
gleichen Zeitpunkt durchgefiihrt wurden, sind nur bedingt vergleichbar. 
Abgesehen von den Einfliissen, die auf die Testorganismen, ihr Alter, 
ihre Zahl, ihre Vorkultur und auf das Testsubstrat zuriickzufiihren sind, 
mu man mit groen Schwankungen in der Wirkungsweise der Pflanzen 
rechnen, deren Wirkstoffgehalt offenbar erheblich von Standortsbedin- 
gungen und dem physiologischen Alter der Pflanze abhangt. Zusammen- 
hange zwischen der Auspragung der Rhizosphire und dem Entwicklungs- 
zustand der Pflanze sind hiufig beobachtet worden. 


So fand PoscHENRIEDER (1930) Azotobacter an den Wurzeln vieler Pflanzen nur 
im Sommer, nicht aber im Herbst und Winter. Nach Starkey (1929b) ist die Bak- 
terienzahl der Rhizosphare etwa zur Bliitezeit der Pflanze am héchsten, um darauf 
rasch abzusinken. WINTER u. WILLEKE (1951 b) konnten Hemmstofte bei Anemone 
pulsatilla erst kurz vor der Bliite erfassen, vorher war die Pflanze unwirksam. Eine 
Wirkungsinderung im Jahreslauf stellte auch Remsoxpt in ihren Untersuchungen 
tiber die Wirkung von Pflanzen auf niedere Phycomyceten fest, ebenso konnten 
FREERKSEN u. BONICKE eine jahreszeitliche Abhingigkeit der Hemmstoffbildung in 
Pflanzen nachweisen. WINTER (1952) beobachtete bei geringer Lichtintensitat starke 
Hemmstoffbildung bei dem sonst unwirksamen Lepidiwm sativum. 


In den eigenen Versuchen machten sich jahreszeitliche Unterschiede 
offenbar im Verhalten von Ranunculus repens bemerkbar. Die im Mai 
mit Wurzeln nur vegetativ wachsender Pflanzen auftretenden Hemm- 
werte waren wesentlich geringer als die der fruchtenden Pflanze im 
August. Mercurialis annua, das in den im Juni mit knospenden Pflanzen 
durchgefithrten Testen keine Hemmwirkung erkennen lie, zeigte im 
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Test mit fruchtenden Pflanzen vom gleichen Standort im August Hemm- 
wirkung. Im Lichtthermostaten aus Samen aufgezogene Pflanzen von 
Hieracium pilosella waren im November wirkungslos. 

Es miissen also, um die Einfliisse derartiger Aktivitats-Anderungen 
auszuschlieBen und vergleichbare Werte zu erhalten, die Isolierungen 
und die Teste auf einen moéglichst kurzen Zeitraum zusammengedrangt 
werden, was eine starke zahlenmaBige Beschriinkung der Teste bedeutet. 


Nachweis hemmender Substanzen im Boden. 


Ob wirksame Stoffe nur in unmittelbarer Wurzelnihe auftreten oder 
ob sie im wurzelnahen Boden verbreitet sind, miiBte durch ihren Nach- 
weis im Boden erkennbar werden. Die Samenkeimung hemmende Sub- 
stanzen aus Wurzeln wurden von BECKER u. Mitarb. im Boden nach- 
gewiesen, waihrend WINTER u. SCHONBECK (1954) wirksame Stoffe in 
Getreidebé6den durch die Wirkung von Bodenextrakten auf Weizen- 
keimlinge nachgewiesen haben. 

Es wurde deshalb versucht, mit dem Plattentest Hemmstoffe im 
Boden bei wirksamen Pflanzen nachzuweisen. In bestimmter Entfernung 
von einzeln stehenden Pflanzen wurden Bodenproben entnommen, 5 g 
des fein gesiebten Bodens mit 5 cm*® 2°,igem Wasser-Agar vermischt, 
in eine Petri-Schale gegossen und nach dem Erkalten Testscheibchen 
ausgestanzt. Zur Steigerung der Empfindlichkeit des Testes wurde in 
diesem Fall ein Nahragar mit nur 0,03°% Fleischextrakt und 0,05% 
Pepton verwendet. 

Bodenproben, die 2 und 10 cm von einer in sandigem Boden gewachse- 
nen kraftigen Pflanze von Hypericum perforatum entnommen waren, 
bewirkten gegen den Teststamm 4/3 klare Hemmzonen von 4 mm Radius 
(HH 4). In 30 em Abstand hatte die Hemmzone nur noch einen Radius 
von 3mm, in 40cm bei schwacher Ausbildung von 2mm. Bei Cheli- 
donium majus konnte keine Hemmung in 10 und 30cm Entfernung 
festgestellt werden. Kraftig hemmend wirkte auch Boden aus der Um- 
gebung von Ranunculus repens. Bodenproben aus 10 cm Entfernung von 
14 verschiedenen Pflanzen, die in den Testen wirkungslos waren, ergaben 
keine Hemmung. 


Wirkung yon Pflanzenwurzeln auf Azotobacter. 


Besonders beachtet wurde in den Versuchen das Verhalten von Azoto- 
bacter gegeniiber Wurzelsubstanz. Der Bedeutung dieses Organismus fiir 
die unmittelbare Stickstoffversorgung der Pflanze galt die Aufmerksam- 
keit vieler Autoren (Literatur bei PoscHENRIEDER 1949, WICHTMANN), 
auch iiber sein Vorkommen im Wurzelbereich liegen Arbeiten vor 
(Literatur bei Karzneison, LocuHuap u. TIMONIN). Azotobacter kann 
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verhiltnismakig leicht isoliert und identifiziert werden, deshalb lassen 
sich ziemlich sichere Angaben tiber sein Vorkommen machen. 

PosCHENRIEDER (1930) gab Azotobacter als in der Hauptvegetationszeit weit ver- 
breitetes Wurzelbacterium an, das im Winter und Herbst auf den meisten Wurzeln 
nicht mehr festzustellen war. Méglicherweise geht das auf Verdrangungserscheinun- 
gen durch andere Wurzelbakterien, vornehmlich Fluorescenten, zuriick, die STARG 
fiir das Verschwinden von Azotobacter aus der Rhizosphire von Mais verantwortlich 
macht. BuKATscH u. HeIrzer gelang es nicht, Azotobacter von Wurzeln von Chelido- 
nium majus zu isolieren, sie fiihrten das auf die Ausscheidung eines Hemmstoffes 
durch die Pflanze zuriick. 

Tatsichlich hemmte in den eigenen Testen, die mit 50 Pflanzen gegen 
Azotobacter durchgefiihrt wurden, Chelidoniwm Azotobacter sehr stark 
(Abb. 2). AuBerdem hemmte auch 
Ranunculus acer sehr stark, in ge- 
ringerem Mabe Paeonia officinalis und 
Fumaria officinalis, schwach auch Viola 
tricolor, Allium schoenoprasum, Rumex 
patientia, Epilobium montanum und 
Chrysanthemum leucanthemum. Auf- 
fallig war die Hemmung durch Fumaria 
officinalis, die gegen Bac. subtilis nur 
schwach wirksam war. Alle anderen als 
stark hemmend bekannten Pflanzen, 
Crepis virens, Hieracium  pilosella, 
Abb. 2. Test mit Wurzeln gegen Azotobacter. Hypericum perforatum, Armoracia ru- 
I. oben: Ranunculus repens; 2. rechts: ‘ = ‘ : 

Ranunculus acer; 3. unten: Paeonia  Sticana, Viola silvatica, Lapsana com- 
th asad apni ten iy majus; munis, hatten dagegen im Test gegen 

Azotobacter keinen hemmenden EinfluB. 
Sehr deutlich war — im Gegensatz zu fast allen anderen Testen — bei 
Azotobacter die Férderung durch den groBten Teil der gepriiften Pflanzen. 

Fiir die eigenen Untersuchungen war vor allem die im Plattentest sehr 
starke Hemmwirkung von Chelidonium gegen Azotobacter von Bedeutung, 
im Zusammenhang mit dem Hinweis von BuKatscH u. HErrzEr, daB sie 
nie Azotobacter von dieser Pflanze isolieren konnten. Auch ein eigener 
Versuch, Azotobacter von Chelidonium zu isolieren, verlief negativ. Eben- 
falls nicht isoliert wurde Azotobacter im gleichen Versuch von Fumaria 
officinalis, Hypericum perforatum, Ranunculus acer, Ranunculus repens 
und Allium schoenoprasum, was weitgehend mit den Testergebnissen 
iibereinstimmt. Bei Chelidonium majus ist der Zusammenhang zwischen 
dem Fehlen von Azotobacter an der Wurzel und der starken Hemm- 
wirkung dieser Wurzel so deutlich, daB auf eine direkte Wirkung der 
hemmenden Wurzelstoffe auBerhalb der Wurzel geschlossen werden muB. 


1 Stamm 1602 der Institutssammlung auf 2% Mannit,0,1% K,HPO,,0,1% CaCO,, 
0,05% MgSO,, FeSO,, Na-Molybdat in Spuren, 2% Agar pa = 7,2. 
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Das spricht fiir die Anwendbarkeit der Teste mit Pflanzenextrakten, und 
man kann annehmen, da andere stark hemmende Stoffe sich ahnlich 
‘verhalten. 


Die Sterilkultur wirksamer Pflanzen mit bestimmten Teststimmen. 


Die sterile Kultur von Pflanzen in Mineralagar-Rohrchen (siehe S$. 299) war zur 
Durchfiihrung von Kontrollversuchen geeignet, die das Verhalten bestimmter Bak- 
terien im Plattentest und in Kultur mit der beeinflussenden Pflanze vergleichen 
sollten. Die Sterilisation der Samen wurde durch 10 min langes Einwirken von 
1% igem Bromwasser bei Unterdruck in einem fiir besonders kleine Samen gebauten 
Sterilisationsgerat vorgenommen, nachdem die Samen vor dem Einbringen in das 
Gerat kurz mit einer Netzmittel-Lésung geschiittelt worden waren. 

Der Einflu8 von Keimlingen folgender Pflanzen auf Teststamme wurde 
geprift: Lepidium sativum als nicht wirksame Pflanze, Viola tricolor und 

Crepis virens als im Test stark hemmend wirksame Pflanzen. Von den 

Testorganismen wurden Bacillus subtilis und 5/3 (Sporenbildner) als 
empfindliche, 36/5 (gramnegatives Stabchen) und Azotobacter als un- 
empfindliche Stamme gewahlt. 

Die Beobachtungen ergaben bei mehreren, im Verlauf einiger Wochen 
vorgenommenen Durchmusterungen der Kulturen einheitlich folgendes 
Bild: In allen Kulturen waren die eingeimpften Organismen zu sehr 
kleinen Kolonien herangewachsen, die offenbar die Spuren organischer 
Substanz aus dem Impftropfen und aus dem Agar zu ihrem Aufbau ver- 
wendet hatten. Beim Eindringen der Wurzeln in den Agar hatten diese 
Kolonien bereits ihr Wachstum eingestellt, in den Kolonien der beiden 
Sporenbildner 5/3 und Bacillus subtilis waren die Zellen bereits zur 
Sporenbildung tibergegangen. Folgende Hinfliisse auf die Bakterien 
waren zu beobachten: 

5/3 mit Viola tricolor: versport, keine Forderung durch die Wurzel. 
Crepis virens: versport, keine Férderung durch die Wurzel. Lepidiwm 
sativum: deutliche Vermehrung im Wurzelbereich (flaichenhafte Ver- 
mehrung an der Glaswand im Bereich der Wurzelhaare, starke Ver- 
mehrung auch an einzelnen Wurzelhaaren im Agar). 

Bacillus subtilis mit Viola tricolor: versport, keine Forderung. Crepis 
virens: versport, keine Férderung. Lepidiwm sativum: stellenweise starke 
Vermehrung im Wurzelbereich (VergréBerung der um die Wurzeln 
liegenden alten Kolonien zu beobachten. Neben Sporen auch noch Stib- 
chen sichtbar). 

86/5 mit Viola tricolor: starke Vermehrung im Wurzelbereich, aber 
meist nicht direkt an den Wurzelhaaren, sondern in geringer Entfernung 
davon. Stellenweise sehr lebhaft bewegliche Formen. Crepis virens: 
stellenweise bewegliche Formen und starke Vermehrung im Wurzel- 
bereich. Lepidium sativum : Vermehrung im Wurzelbereich, die alten 
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Azotobacter mit Viola tricolor: keine sichtbaren Einfliisse. Crepis 
virens: keine sichtbaren Einfliisse. Lepidiwm sativum: Kolonien unbeein- | 
fluBt. Stellenweise Vermehrung im Wurzelbereich, aber ohne Beziehungen 
zu den Wurzelhaaren. 

Die Versuche zeigten also eine deutliche Parallele zu den Ergebnissen 
der Teste. Die im Test gehemmten Organismen vermehrten sich in Kul- 
tur mit hemmenden Pflanzen nicht, dagegen an der Wurzel des nicht 
hemmenden Lepidiwm sativum. Der nicht gehemmte Stamm 36/5 ver- 
mehrte sich im EinfluBbereich aller Pflanzen, Azotobacter nur bei Lepi- 
dium sativum. In diesen Versuchen lieBen sich die von SToLP und Liv- 
FORD gemachten Beobachtungen bestiatigen, da um die abgestorbenen 
Kalyptrazellen keine starke Vermehrung der Mikroorganismen zu beob- 
achten ist, so daB fiir die Vermehrung der Mikroorganismen wohl tat- 
siichlich Abscheidungsprodukte der lebenden Wurzel verantwortlich zu 
machen sind. 

Mit Sterilkulturen in Agarréhrchen ist auch der Einflu8 von Mikro- 
organismen auf die Pflanze gut zu beobachten. So zeigte sich, daB die 
Wurzeln in die mit Bacillus subtilis beimpften Mineralagarrodhrchen 
schlecht eindrangen, wiihrend Azotobacter ein etwas gestauchtes Wachs- 
tum der Wurzeln bewirkte. Fiir derartige Untersuchungen diirfte die 
Methode brauchbar sein, da die Ausbildung der Wurzeln im Agar sehr 
gut zu beobachten ist. Eine Beschrankung der sterilen Aufzucht in 
Reagensglisern liegt in erster Linie in der GroéBe der Pflanzen; unsere 
Kulturpflanzen kommen kaum fiir diese Methode in Betracht. 


Beobachtungen an insterilen Kulturen. 


Eine groBere Anzahl verschiedener Pflanzen wurde insteril im Reagens- 
glas auf Mineral-Agar gezogen, der mit einer Boden-Aufschwemmung 
beimpft worden war. So standen Organismen zur Verfiigung, die in der 
Rhizosphare geeignete Lebensbedingungen finden konnten; dement- 
sprechend bildete sich um die meisten Wurzeln ein Bakterienmantel aus. 
Von der Wurzelspitze ausgehend, die oft schon von Bakterien umgeben 
war, zog sich die Bakterienzone in einem ziemlich scharf abgegrenzten 
Gebiet an der Wurzel entlang, und zwar lag die Grenze im allgemeinen 
in einem Abstand, der der durchschnittlichen Liinge der Wurzelhaare 
etwa entsprach. Bei dieser Bakterienzone handelte es sich keineswegs 
immer um geschlossene Schichten; in unmittelbarer Wurzelnihe, beson- 
ders um einzelne Wurzelhaare, waren hiiufig in sehr lebhafter Bewegung 
begriffene Bakterien zu sehen, dagegen waren ausgesprochene Bakterien- 
auflagerungen auf Wurzelhaaren oder auf der Wurzel nicht oft zu beob- 
achten. Auf jungen Wurzeln schien eher ein begrenztes, kolonieartiges 
Wachstum vorzukommen. Die aufBeren Bereiche der Bakterienzone 
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bestanden ausschlieBlich aus unbeweglichen Organismen, erst weiter 
innen folgten bewegliche Formen. 

Bei den einzelnen Pflanzen waren quantitative Unterschiede festzu- 
stellen. Besonders starke Vermehrung wurde bei Sinapis alba, Lepidium 
sativum, Plantago lanceolata und Amaranthus caudatus beobachtet, da- 
gegen war die Vermehrung der Mikroorganismen an den Wurzeln von 
Dactylis glomerata, Avena sativa, Carex flavescens, Linum usitatissimum 
und Ruta graveolens auffallig schwach. Diese Feststellungen stimmen 
grundsatzlich mit der von Plattenzihlungen bekannten Tatsache iiber- 
ein, daB Cruciferen (neben Leguminosen) die héchsten Bakterienzahlen in 
der Rhizosphiire aufweisen, die geringste Vermehrung aber regelmiBig 
bei Gramineen gefunden wurde. — Auch qualitative Unterschiede waren 
zu beobachten, schwaches oder starkes Auftreten von Algen oder Proto- 
zoen, aber auch von Bakterien, z. B. auffallig viele Sarcinen an den 
Wurzeln von Valeriana officinalis. Auch in den insterilen Kulturen fiel 
auf, da abgestoBene Wurzelzellen keineswegs besonders stark von 
Bakterien umgeben waren. 

Bei Beobachtungen in Agarrdhrchen mu8 unterschieden werden 
zwischen solchen, die im Agar selbst gemacht werden, und denen, die 
sich auf die Grenzzone zwischen Agar und Glaswand beziehen. Fiir die 
Beurteilung des Hinflusses der Pflanze auf die Bakterien ist das von 
untergeordneter Bedeutung, da hier lediglich festgestellt werden soll, ob 
die Bakterienvermehrung beeinfluBt wird. Sollen dagegen Schliisse auf 
die Lokalisation der Organismen gezogen werden, so ist dieser Unter- 
schied sehr wichtig. Die Bakterienzonen beispielsweise und die beweg- 
lichen Stadien an den Wurzelhaaren sind am besten in dem Flissigkeits- 
film zwischen Agar und Glas zu erkennen, zuma] hier die Wurzelhaare 
in einer Ebene liegen und damit der mikroskopischen Beobachtung be- 
sonders gut zugingig sind. Die EinfluBzone im Agar kann ebenfalls ver- 
folgt werden, aber nicht so deutlich begrenzt wie an der Glaswand. Be- 
sondere Vorsicht ist bei der Beurteilung der raumlichen Beziehungen 
zwischen Wurzelhaaren und Mikroorganismen angebracht. Eine Ver- 
mehrung der Organismen auf den Wurzelhaaren kann manchmal auch 
im Agar beobachtet werden, auch bewegliche Formen finden sich dort; 
dagegen werden dichte Bakterienanlagerungen an den Wurzelhaaren nur 
in der Glas/Agar-Zone sichtbar; wahrscheinlich begiinstigt der Flissig- 
keitsfilm die Vermehrung der Organismen. Schliisse auf férdernde 
Wurzelausscheidungen sind zwar bei so starker Vermehrung der Orga- 
nismen berechtigt, doch brauchen nicht nur die besiedelten Wurzelhaare 
solche zu liefern, da hier auch Anlagerungserscheinungen der Organismen 
im Fliissigkeitsfilm an feste Kérper eine Rolle spielen dirften. Diese 
Beobachtung kann auch fiir die Auswertung von Aufwuchsplatten mit 
Wurzelhaaren (StaRKEY 1937, Stitiu, Srarc, Hupor) von Bedeutung 
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sein, da an der Platte im Boden ahnliche Verhaltnisse vorliegen kénnen | 
wie an der Wand des Réhrchens. 


Gabelbildung an Wurzelhaaren, iiber die SroLp berichtete, konnte } 
mehrfach in sterilen und insterilen Kulturen beobachtet werden. 

Sehr gute Beobachtungsméglichkeit bietet die Kultur der Pflanzen in planen | 
Petri-Schalen, wenn von Wurzeln durchzogener Agar mit Deckglisern abgedeckt und | 
mikroskopiert wird. Auch Phasenkontrast-Beobachtungen sind so méglich, vor * 
allem aber ein viel tieferes Durchmustern des Agars als durch die Réhrchenwand | 
und die Anwendung starkerer Objektive. Die Anwendbarkeit der Methode ist fiir: 
sterile Kulturen begrenzt, da zur Beobachtung die Petrischale geéffnet werden muB. , 


Zusammenfassung. 


Zur Feststellung spezifischer Einfliisse der Pflanze auf die Zusammen- 
setzung der Mikroflora ihrer Rhizosphare wurde die Einwirkung von 
Wurzeln auf Mikroorganismen im Hinblick auf deren Herkunft — Boden 
oder Wurzel — untersucht. 


Als geeignete Methode fiir gréBere Versuchsreihen erwiesen sich 
Plattenteste, die gegen Mikroorganismen von den Wurzeln verschiedener | 
Pflanzen und aus unbewachsenem Boden durchgefiihrt wurden. Die 
Wurzelsubstanz wurde als PreBsaft, als PreBsaft-Agar oder als frisches 
oder abgetdotetes Wurzelsttick getestet. Die Vergleichbarkeit dieser An- 
wendungsformen wurde gepriift. Die Extrakt-Agar-Methode erlaubt ein 
schnelles und gleichmaBiges Arbeiten mit den WurzelpreBsiften. 


Die Auswertung der Versuche erstreckte sich vornehmlich auf hem- 
mende Kinfliisse gegen Mikroorganismen. Da bei relativ wenigen Pflanzen 
Hemmstoffe in der Wurzel nachgewiesen sind, wurden von etwa 100 Pflan- 
zen die geeigneten ermittelt. 


Die von den stark hemmend wirksamen Wurzeln von Chelidonium 
majus, Crepis virens, Hieracium pilosella, Hypericum perforatum und 
Viola tricolor isolierten Organismen wurden von der eigenen wirksamen 
Wurzel nicht gehemmt. Die gleichen Pflanzen zeigten dagegen erhebliche 


Hemmwirkungen gegen Organismen aus Béden und von unwirksamen 
Pflanzen. 


Besonders beachtet wurde das Verhalten von Azotobacter. Von vielen 
sonst stark hemmenden Pflanzen wurde er im Test gefordert. AuBer- 
ordentlich empfindlich war er gegen Chelidoniwm majus, von dessen 
Wurzel er wiederholt nicht isoliert werden konnte; das deutet auf das 
Auftreten des wirksamen Stoffes auBerhalb der Wurzel hin. 


Alle Ergebnisse lassen darauf schlieBen, da&B hemmende Stoffe im 
Wurzelbereich wirksam werden kénnen. Eine spezifische Zusammen- 
setzung der Rhizospharenflora kann nicht nur durch die fiir Mikro- 
organismen unterschiedliche Verwertbarkeit der im Wurzelbereich frei- 
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werdenden férdernden Stoffe, sondern vor allem durch die Auslese- 
wirkung der Hemmstoffe bewirkt werden, die die Vermehrung bestimmter 
Organismen verhindern. Wie weit diese Méglichkeit zur Bildung einer 
spezifischen Rhizosphiire tatsachlich realisiert werden kann, hangt vom 
Vegetationszustand der Pflanze und den Standortsbedingungen ab. 


Sterilkulturen wirksamer Pflanzen mit im Test empfindlichen und 
unempfindlichen Organismen zeigten entsprechende Ergebnisse wie die 
Teste und lieBen darauf schlieBen, daB hemmende und férdernde Stofte 
von den Wurzeln ausgeschieden werden. 


Herrn Prof. Dr. A. Rrppet-Batpxs danke ich fiir die Themenstellung und seine 
Ratschlage bei der Durchfiihrung der vorliegenden Arbeit. 


Ausgefihrt mit Unterstiitzung durch die Deutsche Forschungsgemeinschaft. 
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Entwicklungsgeschichtliche Untersuchungen 
an zentrischen Diatomeen. 


Il. Geschlechtszellenreifung, Befruchtung und Auxosporenbildung 
einiger grundbewohnender Biddulphiaceen der Nordsee*. 


Von 
H. A. VON STOSCH. 


Mit 55 Textabbildungen. 


(Hingegangen am 16. Juni 1955.) 


In der ersten Mitteilung (v. Sroscu 195la) war mit im wesentlichen 
cytologischen Methoden der Nachweis versucht worden, daB die Auxo- 
spore der zentrischen SuBwasserdiatomee Melosira varians Ergebnis der 
Befruchtung einer Eizelle durch Spermien sei. 

Danach schien es wiinschenswert, auch den groBben Formenreichtum 
der Centrales des Meeres heranzuziehen. 

Denn einmal bestanden Liicken in den Beobachtungen an Melosira selbst, die 
bei der kleinen SiiBwasserart nur schwer beseitigt werden konnten. Die empfind- 
lichste von ihnen wurde dann auch durch die Beobachtung des Ablaufs der Sper- 
matogenese bei einer groBen marinen Melosira in Lebendbeobachtungen geschlossen. 
Zum anderen schien es wiinschenswert und notwendig, auch die tibrigen Centrales 
unter dem neuen Gesichtspunkt nachzuuntersuchen, denn insbesondere bei den 
Planktonformen des Meeres stieB die Kinordnung der in der Literatur beschriebenen 
Stadien in oogame Ablaiufe zunachst auf einige Schwierigkeiten. Das unter den 
marinen Arten haufige Vorkommen von monadoiden Zellen, bisher Mikrosporen 
genannt, ware durchaus mit einer weiteren Verbreitung von Hibefruchtungen ver- 
traglich gewesen, da die Schwarmer als Spermien gedeutet werden konnten, wenn 
nicht zwei Tatsachenkomplexe aus dem Verhalten dieser Korper selbst einer solchen 
Zuordnung widerstrebt hatten. 

Einmal schienen die unter den Meeresplanktonten in der Natur im 
allgemeinen seltenen Vorgiinge der Mikrosporen- und der Auxosporen- 
bildung nach der Literatur nicht in dem Mafe miteinander gekoppelt zu 
sein, wie es fiir diese Vorstellung zu fordern ware. 

Zwar haben schon GRAN (1902), Burcon (1907), HorKer (1928) und Scumipr 
(1933) beide Organe gleichzeitig getroffen, und der erstgenannte Autor hat sehr 
friihzeitig die Moéglichkeit des Zusammenhanges im Sinne einer Oogamie klar aus- 

* Die Arbeiten und insbesondere die Reisen wurden durch Beihilfen der Deut- 
schen Forschungsgemeinschaft méglich gemacht. Dieser sowie meinen Gastgebern 
an der Forschungsstelle Norderney des Wasserbauamtes Norden und in der Bio- 
logischen Anstalt List, Sylt, méchte ich meinen herzlichsten Dank zum Ausdruck 
bringen. 
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gesprochen. Auch BerGcon hat diesen Gedanken zunachst offenbar in ahnlicher| 
Weise erwogen, doch lies er inn am Ende seiner durch Jahre fortgefiihrten Beob- 
achtungen von Biddulphia mobiliensis — ausdriicklich — wieder fallen, wie GRAN: 
ihn anscheinend spater ebenfalls nicht weiter verfolgte. Erst in den auf Beob-. 
achtungen und Uberlegungen Wenvs (1925) und die erste Arbeit Persrpskis (1928) 
bezugnehmenden Bemerkungen Gerrrters (1932) taucht diese Méglichkeit, nun. 
fundiert durch cytologische Tatsachen, wieder auf. 

Die Analyse des Falles Melosira hatte aber deutlich gemacht, dab 
genau genommen gar nicht gleichzeitiges Auftreten der leicht erkenn- 
baren Mikrosporen und der noch besser sichtbaren Auxosporen, sondern | 
jener und der wesentlich schwerer von vegetativen Zellen zu unter-, 
scheidenden Oogonien, in spezieller Nomenklatur Auxosporenmutter- 
zellen genannt, zu verlangen wire. Schon eine Phasenverschiebung von: 
1—2 Tagen zwischen Geschlechtsakt und sichtbarer Auxosporenbildung 
kénnte die Erkennung des Zusammenhanges sehr erschweren und 
scheint das auch getan zu haben. Es kam also, und damit ergab sich ein 
methodisch wichtiger und in der Folgezeit sehr fruchtbarer Hinweis, vor 
allem auf die Erkennung der Auxosporenmutterzellen an. Wo sie direkt, 
d.h. bei Lebendbeobachtung, nicht mdglich war, muBte sie durch 
cytologische Analyse der Kernvorginge erfolgen. Eine dazu geeignete 
Methodik war vor Beginn der Untersuchungen ausgebildet worden (vy. 
SroscH 1952). 

Vergleicht man nun zweitens die Mikrosporenentwicklung, wie sie etwa 
von Brraon fiir Biddulphia mobiliensis als — im aubBeren Ablauf noch 
giiltiges — Paradigma fiir viele marine Planktondiatomeen geschildert 
wurde, so fallt einmal die groke Zahl von Sporen je Mutterzelle auf, 
dann aber auch die Entstehungsweise. Die Mikrosporen bilden sich 
hologen unter Aufteilung des gesamten Plasmas der Mutterzelle und 
Einbeziehung der Plastiden. In der Spermatogenese von Melosira 
dagegen findet sich eine merogene Entstehung mit AusschluB der 
Masse des Zellplasmas und aller Chromatophoren von der Spermien- 
bildung. Dieser Unterschied allein ist gro genug, um eine einfache 
Identifizierung der marinen Mikrosporen mit den Spermien der Siik- 
wasserart bedenklich erscheinen zu lassen. Im Chlorophyllgehalt der 
ersteren ko6nnte man geradezu einen Hinweis auf ihre Verwendung als 
trophisch selbstiindige Fortpflanzungskérper, also Isogameten oder Zoo- 
sporen sehen. Die erste Méglichkeit hielten — mit unzureichendem 
Beweismaterial allerdings — KarsTEn und seine Schiiler (KARSTEN 1928) 
fiir gegeben. Sie wiirde aber, da sich diese Auffassung auf die Annahme 
der Meiosis im Laufe der Mikrosporenentwicklung festgelegt hatte, sofort 
ausscheiden bei Feststellung von Reduktionsteilungen in der Auxo- 
sporenmutterzelle, die dann 1928 von Prerstpski an Chaetoceros, auch 
einer Meeresform, nachgewiesen wurde. Dagegen wurde die Deutung der 
Mikrosporen oder mindestens einer Sorte von ihnen als Zoosporen durch 
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einige altere und neuere Beobachtungen noch weiterhin zur Diskussion 
gestellt. Einmal beschrieben niimlich P. Scumipr (1923) und ahnlich 
MAJEED (1935) bei Melosira varians hologene Mikrosporen in Zahlen tiber 
vier (8, 16), die, von dem ersten Autor als Gameten angesprochen, nach 
Beobachtung des zweiten sehr gut Zoosporen sein kénnten, und zum 
anderen isolierte Braarup (1939, 1944) einzelne Mikrosporen von 
Chaetoceros-Arten (die ebenfalls Chromatophoren besitzen) und bekam 
aus ihnen wieder Chaetoceros-Kulturen. Man muBte also mit einer Zoo- 
sporennatur mindestens gewisser Mikrosporen rechnen, und es war durch- 
aus denkbar, daB die wirklichen Spermien, wie bisher bei Melosira, un- 
bekannt geblieben waren. Allerdings hatten sowohl Scumipr (z. B. 1933), 
wie auch HorKer fiir typische Mikrosporen das Stattfinden der Chromo- 
somenreduktion — wenn auch an verschiedenen Stellen im Entwick- 
lungsgang — angegeben, was mit Zoosporenfunktion nur vertriglich 
ware, falls ein antithetischer Generationswechsel existierte. Da hierfiir 
keinerlei Hinweise bestehen, sollten die von ihnen untersuchten Faille 
Spermiogenesen zuzuordnen sein. Dann aber wiren die Unterschiede in 
der Schwarmerzahl je Mutterzelle zwischen Melosira und den marinen 
Formen zu deuten. Die Spermien! von Melosira varians sind Gonen. Will 
man die vielsporigen Mikrosporangien als mannliche Behalter annehmen, 
so muBte bei am Anfang liegender Meiosis (ScHMIpDT 1933) Vermehrung 
der Gonen in der Haplophase erfolgen, bei am SchluB liegender (HoFKER 
1928) aber wiirden diploide Mitosen zahlreiche Spermatogonien in einer 
Mutterzelle zur Entstehung bringen. In jedem Falle ergab sich eine Sach- 
lage, die durch direkten Vergleich mit Melosira nicht mehr zu klaren war, 
sondern eine breiter angelegte vergleichend entwicklungsgeschichtliche 
Untersuchung erforderte. 

AuBer im Selbstzweck der Frage nach dem Modus der Fortpflanzung 
einer so grofen und 6kologisch bedeutenden Pflanzengruppe interessier- 
ten uns diese Verhaltnisse noch, weil die Absicht bestand, in Fortfiithrung 
friiherer physiologisch-dkologischer Untersuchungen zentrische Diato- 
meen in groBerem Umfang zu kultivieren. Die Zellverkleinerung der 
Diatomeen bei der vegetativen Vermehrung erlaubt eine Kultur auf 
einige Dauer nur, wenn auch die ZellvergroBerung durch die Auxosporen- 
bildung erreicht werden kann. Dazu ist aber die Kenntnis des Herganges 
fast unerlaBlich. 


1 Gegeniiber dem Melosira-Bericht habe ich mich gendtigt gesehen, die Termino- 
logie fiir die mannlichen Stadien zu andern. Das wurde erundsatzlich durch die 
spiiter zu schildernde Entstehung der Mikrosporangien mit zahlreichen Sporen 
nahegelegt, in dieser Form aber durch die Veréffentlichung GrrTLERs (1952) tiber 
Cyclotella bestimmt, dem ich hierin folge. Es ist also nicht mehr von Antheridien 
und Spermatozoiden, sondern von Spermatogonien und Spermien die Rede, was 
die groBe Ahnlichkeit der Entwicklung bei den starker abgeleiteten Centrales mit 
der Gametogenese im Tier besonders zum Ausdruck bringt. 
23* 
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Daher wurde die Untersuchung der sexuellen Fortpflanzung 1950 | 
begonnen und bei einer zweiten Reise an die Nordsee 1952 weitergefiihrt, 
mit dem Ergebnis, daB nun beziiglich der Geschlechtsvorginge der 
Meeresformen und ihres Anschlusses an den Fall Melosira keine grund- 
siitzlichen Fragen mehr bestehen. Uber die Arbeiten von 1950 wurde im 
Jahre darauf kurz berichtet (v. Sroscu 1951b). Eine Zusammenfassung 
der Kenntnisse mit dem Stande Januar 1954 gab ich kirzlich (v. SroscH 
1954a). Inzwischen wurde 1952 durch GEITLER die mit Melosira nicht 
naher verwandte Sii®wasserdiatomee Cyclotella tenuistriata untersucht 
und bei ihr ebenfalls eine Oogamie mit vielen interessanten und in 
manchen Punkten von dem Melosira-Fall abweichenden Einzelvorgangen 
gefunden. Die Mikrosporen entstehen hier wie bei Melosira zu vieren in 
einer Mutterzelle, jedoch hologen unter Aufteilung des gesamten Plasmas. 

Die vorliegende Arbeit bringt die Einzelbeobachtungen zu einem Teil 
der 1954 gemachten Angaben. Behandelt werden einige grundbewohnende 
Biddulphiaceen der Nordsee. Die Cytologie wurde entgegen dem Brauch 
jedoch nur soweit ins Einzelne gehend gebracht, als es zum Verstandnis 
des entwicklungsgeschichtlichen Zusammenhanges notwendig erschien. 
Eingehend soll sie spater an anderer Stelle geschildert werden. 


Material und Methoden. 


Da Kulturen 1950 nicht durchfiihrbar waren, wurde die Untersuchung zunachst 
bewuBt auf freilebendes Material eingestellt. Dieser Entscheidung entsprach die 
Wahl des Untersuchungsortes. Die Vorstellung, so seltene und ephemere Vorgange 
seien am leichtesten in Gebieten méglichst groBer Artenzahl zu beobachten, lieB 
die Inseln vor unsern Kiisten, an denen sich die Lebensbereiche pelagischer und 
litoraler Formen treffen und tiberschneiden muften, als besonders geeignet er- 
scheinen. Die notwendigen Arbeitsméglichkeiten bestanden in Norderney und List. 
Diese Wahl hat sich — in im einzelnen oft unerwarteter Weise — als gliicklich 
erwiesen. Sie machte uns mit der wenig bearbeiteten Gesellschaft der zentrischen 
Grunddiatomeen bekannt, der die hier behandelten Arten angehéren, und die 
unseren Absichten in mehrfacher Weise entgegenkam. Uber sie befindet sich eine 
Veréffentlichung im Druck!, so daB nur iiber einige ihrer Rigenschaften kurz 
referiert zu werden braucht. 

Die Glieder dieser Pflanzenformation — soweit sie zentrische Diatomeen sind — 
lassen sich trotz auBerer Robustheit im Zellbau mit den tiblichen Methoden nicht 
kultivieren, was vielleicht auf spezielle chemische Anspriiche zuriickzufiihren ist. 
Damit im Zusammenhang steht wohl, da sie nach Verlassen ihres eigentlichen 
Lebensraums am Grunde, beim Ubergang ins Plankton, nicht mehr in Teilung be- 
obachtet werden. Dafiir treten sie dann in die sexuelle Vermehrung ein. Alle zen- 
trischen Grunddiatomeen sind dickschalig, Wandstirken in der Giirtelregion von 1 u 
und dariiber kommen vor, und teilen sich dementsprechend besonders schnell herab. 
Das setzt eine erhéhte Bereitschaft zur sexuellen Fortpflanzung, die die Auxo- 
sporenbildung einleitet, notwendig voraus. — Auslésendes Moment fiir diese Vor- 
gange ist die Verfrachtung in das Plankton, herbeigefiihrt durch starke Wasser- 
bewegungen, die ihrerseits durch Gezeitenstromungen oder durch intensive Wind- 
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wirkungen veranlaBt sein kénnen. Unter diesen Umstinden kommt es wie nach 
der Sturmflut vom 29. 8. 1950 zu einem Massenauftreten im Plankton, in dem dann 
in den nachsten Tagen die Stadien der sexuellen Fortpflanzung in einem hohen 
Prozentsatz der vorhandenen Zellen zu finden sind. 


Aus dem Gesagten geht hervor, daB sich — im Gegensatz zu den Erfahrungen 
bei anderen pennaten (Grrrier, 1932) und zentrischen (GEerrLer, 1952; v. Stoscn, 
1952, 1954a) Diatomeen — bei diesen Grundbewohnern vegetative und generative 
Vermehrung raumlich und zeitlich auszuschlieBen scheinen. 


Die Grunddiatomeenflora von Norderney und von List enthalt neben Coscino- 
discaceen eine Reihe von Biddulphiaceen. Biddulphia rhombus, die mengenmabig 
vorherrschende Form, ist neben der selteneren Biddulphia granulata Hauptobjekt 
der Untersuchung. Von den beiden Cerataulus-Arten tritt nur C. Smithii in ge- 
niigender Menge auf. AuBerdem gehéren noch Triceratium reticulum und das viel 
abgebildete Triceratium flavus der Grundflora an, dazu als fakultative Elemente 
zwei Rassen von Biddulphia aurita. Die erstgenannte Form, die einzige, die ohne 
Schwierigkeiten in Kultur wachst, vergr6Bert sich dort nach unseren bisherigen 
Beobachtungen nur durch anomale(?) vegetative Vorgange. Ahnliches kann bei 
Biddulphia aurita geschehen, sexuelle Prozesse wurden bei ihnen noch nicht 
beobachtet. 


Das Materiai wurde in List den tiglich ausgefiihrten Planktonfangen der Bio- 
logischen Anstalt entnommen und durch eigene, von Land aus gewonnene Netz- 
fange erganzt, die in Norderney fast allein Verwendung fanden. Hine Fraktionierung 
und Reinigung durch Planktonsiebe! ging der Uberfiihrung der Algen in physio- 
logisch einwandfreies Seewasser voraus, in dem sie sich in flachen Schalen eine 
Zeitlang halten. 


Die cytologischen Methoden muBten eine schnelle Préparation sowie einwand- 
freie Fixierung und Farbung und auch die Herstellung von Dauerpraparaten er- 
lauben. Sie basieren auf Karmesinessigsdurefarbungen mit Phenol als Nachbehand- 
lung in einem Verfahren, das in seinem wesentlichen Kern schon (v. Stoscu, 1952) 
geschildert wurde. Auf die — haufig freilich entscheidenden — Einzelheiten einzu- 
gehen, fehlt hier der Raum. 


Auch das Hauptinstrument fiir die Lebendbeobachtungen, eine Durchstr6mungs- 
kammer mit Trennung von Objekt und Durchstrom durch eine permeable Membran, 
wurde friiher beschrieben (v. Sroscu, 1954b). Da wegen der geschilderten Aus- 
lésungsvorgange fiir die sexuelle Fortpflanzung zur Lebendbeobachtung praktisch 
immer nur einige Stunden wahrend eines langeren Aufenthaltes an der See zur 
Verfiigung stehen, konnte die Untersuchung im Leben nur in geringem Umfang 
und unter strenger Wahl des Objektes durchgefiihrt werden. Die Beleuchtung fiir 
die photographische Wiedergabe der lebenden Zellen erfolgte mit einer Monla- 
Lampe von Leitz, die mit Uberspannung (bis doppelte Nennspannung) brannte. 
Notwendig war die Trennung von Mikroskop und Aufsatzkamera, um die VerschluB- 
erschiitterungen von ersterem fernzuhalten. 


1 V2A-Drahtnetze verschiedener Maschenweite (freundlichst zur Verfiigung ge- 
stellt durch Fa. Weisse & Eschrich, Ludwigstadt, Bayern) wurden an die eine Seite 
von Plexiglaszylindern von 1,5—6 cm lichter Weite, nicht zu geringer Wandstarke 
und 7cm Hohe auf einer auf 300° C erhitzten Metallplatte unter Druck aufge- 
schweiBt, darauf der iiberstehende Teil der Netze abgeschnitten und die Peripherie 
der SchweiBstelle mit der Feile geglittet. Diese Siebe haben sich sehr gut bewahrt. 
Physiologisch ganz einwandfrei scheint allerdings der Stahl nicht za sein, doch 
waren geeignete Perlondrahtgewebe, zu der Zeit wenigstens, nicht zu bekommen. 
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Biddulphia rhombus. 


Die Art hat in der Mehrzahl der Individuen im deutschen Nordseegebiet (8. z. B. , 
BROCKMANN, 1935; GrontveD, 1940) dreieckige Schalen und ahnelt dadurch der ' 
Gattung T'riceratium. Fir Belgien dagegen gibt MEuNIER (1913—19) Uberwiegen | 

er zweieckigen Form an. Nahezu alle mitgeteilten Beobachtungen und Abbildun- | 
gen beziehen sich auf die fo. trigona. Fiir die Frage nach dem genetischen Status | 
von Formen verschiedener Zahligkeit der gleichen Art bei zentrischen Diatomeen 
ist, falls tiberhaupt eine fiir alle gleichartige GesetzmaBigkeit existiert, zur Zeit 
noch nicht geniigend experimentelles Material vorhanden, um eine eindeutige 
Antwort zuzulassen. So sei jetzt auf die Erérterung der verfiigbaren Argumente 
verzichtet und nur gesagt, daB auBer der Symmetrie weitere, insbesondere cyto- 
logisch-entwicklungsgeschichtliche Merkmale nicht beeinfluBt erscheinen, wenn man 
davon absieht, daB 1950 die fo. typica in durchschnittlich gréBeren Zellen vorlag 
und daher nicht so reichlich in Sexualstadien zu finden 
war wie fo. trigona. Doch kann auch diese Erfahrung 
mit jedem der beiden médglichen Determinations- 
systeme in Einklang gebracht werden. 

Die Schale (Abb. 1) besitzt einen gewélbten, durch 
breite Horner ausgezeichneten Valventeil. Die kleine 
Areolenstruktur der Membran wurde auf den Zeich- 
nungen mit anderen Feinheiten des Schalenbaues 
iibergangen. Durch eine etwa in Richtung des Giirtels 
den Valvenrindern aufgesetzte Leiste ist der Uber- 
gang zwischen Valva und Pleura rinnenfoérmig aus- 


——__-—— ; : 
JOM gebildet. Giirtel sind wie bei den pennaten und der 
: Mehrzahl der zentrischen Diatomeen, aber im Gegen- 
Abb. 1. Ruhende Zelle von 1 Melosiroid : da herd what 
Biddulphia rhombus fo.trigona. Satz zu den Melosiroideen, an len beiden Se alen 
Im Kern nur Heterochromatin der ruhenden Zelle vorhanden. Sie bestehen bei voll- 
und Nucleolen dargestellt, stiindigen Schalen wie auch bei 2. granulata (Abb. 50) 


aus drei Baindern, von denen, wenigstens bei Zellen 
in einer fiir die Sexualisierung geeigneten GréBe, das valvare breit und von der 
groBten Dicke, das mittlere schmaler und diinner und das distale ganz schmal 
und zart ist. Die Starke des Giirtelteils ist — mit etwa 1 mu — so betracht- 
lich, dafS die Breitenunterschiede zwischen umgreifender und umgriffener Schale 
direkt sichtbar und meBbar werden. Im iibrigen nehmen die Zellen in der Linge 
der Peralvarachse viel weniger ab als in der Breite, wie das auch von anderen 
Diatomeen bekannt wurde (GerrLer, 1932), so da weit herabgeteilte Zellen in 
Giirtelansicht schmal und lang erscheinen. Der gesamte GroBenbereich der Schalen- 
breiten der fo. trigona, gemessen als Hohe des sphirischen Dreiecks oder als Liinge 
einer Seite, die Werte sind praktisch gleich, betragt in unserem Material 23 bis 
168 yw. Die kleinsten Zellen sind gelegentlich durch das Fehlen eines oder mehrerer 


Horner vereinfacht, aber auch dann noch in der Lage, mannliche Geschlechtszellen 
zu produzieren. 


Die Zellen sind verhiltnismiBig plasmareich. Im Wandbelag liegen die zahl- 
reichen flach brétchenférmigen Chromatophoren, wahrend der groBe Kern in der 
Mitte der Zelle aufgehingt ist, jedoch, wie die Lebendbeobachtung ergibt, nicht 
an Plasmafiden sondern an Plasmalamellen. Daher existiert auch kein einheitlicher 
Vacuolenraum, sondern ein System von Vacuolen; die gréBeren, die sich vom 
Wandbelag bis zur Kerntasche erstrecken, haben die Form eines Kegelstumpfes 
mit polygonalen Grundflachen, Das Plasma, das sich nach den Karmesinessigsaure- 
priparaten nur schwierig darstellen laBt, wurde im allgemeinen auf den Zeichnungen 
nur teilweise wiedergegeben. Ahnlich gelangte von der Ruhekernstruktur meist 
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nur N ucleolen- und Heterochromatinmaterial zur Darstellung; in Wirklichkeit sind 
in einem euchromatischen Geriist, das je nach der Giite der Fixieru ng kleinmaschig- 
netzig oder kérnig erscheint, mehrere Chromozentren sehr unregelmaBiger Gestalt 
und Zahl eingelagert. Sie reprasentieren im wesentlichen, was spater einmal naher 
begriindet werden soll, die Ruhekernaquivalente einiger (vermutlich sechs) total 
heterochromatischer Chromosomen. AuBerdem sind 1—8 Nucleolen zu beobachten. 
Abb. 2 stellt den Kern einer groBen Zelle der zweieckigen Form dar, der hier haufig 
in der Valvarebene linsenférmig ausgezogen ist und sich dadurch fiir die photo- 
graphische Wiedergabe eignet. Normale Teilungen der vegetativen Zelle wurden, 
wie schon im Abschnitt ,,Material‘‘ erwihnt, nicht oder nicht sicher beobachtet. 
Dagegen wurden in einigen Fallen die diploiden Vermehrungsteilungen der Sper- 
matogonien gesehen. 


Abb. 2. Abb. 3. 


Abb. 2. Ruhekern einer Zelle der zweieckigen Form yon Biddulphia rhombus mit Nucleolen und 
Chromozentren (830 fach). 


Abb. 3. Im Verband gebliebene Schwesterzellen von B. rhombus. Die untere Zelle, Kern in der 
Hypovalva, im Pachytiin der Oogonentwicklung, die obere miinnliche geéffnet, epithecale Halfte 
fehlt. Die beiden in der Hypovalva verbliebenen Spermatogone ebenfalls im Pachytiin (300fach). * 


Geschlechtsverteilung und Zellgrope. 


Wie bei Melosira varians lassen sich auch hier in mannlicher und weib- 
licher Entwicklung begriffene Zellen erkennen, die Unterschiede fallen 
aber starker in die Augen. Die mannlichen Zellen sind namlich durch 
zwei oder vier beschalte Spermatogonien aufgekammert, wahrend die 
weiblichen ungeteilt in die Meiosis eintreten. 

Die Art der Geschlechtsbestimmung laiBt sich bei diesen, normalerweise 
nicht Ketten bildenden Formen an natiirlichem Material, das, wie schon 
angegeben, allein zugiinglich ist, nicht so leicht festlegen wie bei Melosira, 
doch hingen Schwester- und Enkelzellen oft mit ihren Hérnern zu kurzen 
Zickzackketten verbunden aneinander, und in Abb. 3 wurde ein Paar 
photographiert, bei dem die eine aufgeteilte (Halb-) Zelle sich in der 
Prophase der Meiosis der minnlichen, die andere der weiblichen Ent- 
wicklung befindet. Ein weiterer ahnlicher Fall wurde gesehen. Danach ist 
anzunehmen, dab die gleiche Art phanotypischer Geschlechtsbestimmung 
in der Diplophase vorliegt, wie sie bei Melosira gefunden wurde. 
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Zur Erfassung der Beziehung zwischen Zellgréfe und Geschlechts- 
charakter einerseits und des Gametenverhaltnisses andererseits wurde 
die Breite von in erkennbaren Stadien der Reduktionsteilung befindlichen 
Zellen gemessen, dabei méglichst eine Auswahl vermieden. Die so er- 
haltene Verteilung aihnelt der bei Melosira varians (Abb. 4). Wie bei 
dieser setzt nach Erreichung einer bestimmten Zellgr6Be (78 4) die 
Fahigkeit zur Bildung von Sexualzellen damit ein, dafs zanachst Oogone 
gebildet werden. Von etwa 63 Zellbreite ab treten daneben auch 
minnliche Zellen auf. Von einem Klon aus dem anschlieBenden Bereich 
kénnten also sowohl mannliche 
wie weibliche Gameten gebildet 
werden. Zellen, die kleiner als 
37 w sind, konnen dann nur noch 
30 : 4 we sibew mannliche Gameten liefern, dies 
aber bis zu den geringsten in 
——} der Natur auftretenden Breiten. 

Das vermessene Material wurde 
dazu benutzt, um das Gameten- 
p . verhaltnis zu bestimmen. Die aus- 
0 0 OO Df bp gesuchten Zellen mannlicher De- 
Abb. 4. Variavionspolygone der Breiten von minn- termination waren praktisch nicht 
ener und welche Zatlen der. rhominn.  haufiger als die in weiblicher Ent- 

wicklung. 190 Mannchen kamen 
auf 183 Weibchen. Unter Beriicksichtigung der Zahl der Spermatogonien 
und der vier Spermien je Spermatogon ergab sich das Verhaltnis von 
12,3: 1 von Spermien zu Kizellen. Fiir einen Organismus, der im Plankton 
eine Kibefruchtung durchfiihren soll, ist das keineswegs hoch, um so 
mehr muf der offensichtlich gute Wirkungsgrad (siehe unten) des Sexual- 
prozesses tiberraschen. 


E 2 


Differenzierungsteilungen und Spermatogenese. 

Das Ereignis, das den Ubergang in die sexuelle Entwicklung auslést, 
der Ubertritt ins Plankton, bewirkt fiir die mannlich determinierten 
Zellen einen oder zwei Schritte von Differenzierungsteilungen mit ab- 
weichender Schalenbildung, oder, wie man im Hinblick auf die Biddul- 
phiaceen mit zahlreichen ,,Mikrosporen‘*, die in spiteren Mitteilungen 
geschildert werden sollen, auch sagen kann, Vermehrungsteilungen der 
Spermatogonien, die den Inhalt der Mutterzelle in zwei oder vier Zellen 
aufkammern (Abb. 5). Gelegentlich aber scheint die erste Reaktion einer 
Zelle in diesem Falle eine gewéhnliche vegetative Teilung mit normaler 
Membranbildung und Individualisierung von zwei vollstiindigen Zellen zu 
sein, die dann erst den Differenzierungsteilungen unterliegen. Das abt 
sich (Abb. 7) aus dem Verhalten der Schlickhiillen um die Zellen ablesen. 
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Die diploiden Mitosen, die diese Aufteilung der mannlichen Mutterzelle 
bewirken, wurden in dem Material ziemlich selten gefunden. 1950 be- 
gannen die Vorgainge mit der Sturmflut vom 29. 8. Am 30. und 81. traten 
darauf Sexualstadien in groBen und etwa an beiden Tagen ahnlichen 
Mengen im Plankton auf; jedesmal mit einem merklichen Zug zur 
Produktion der spiteren Meiosestadien in den spiiteren Tagesstunden. 
Ich vermute daher, da8 die einleitenden Mitosen im mannlichen Ge- 
schlecht vorwiegend nachts stattfinden. Den Teilungen geht ein gewisses 
Auseinanderweichen der Schalen der Mutterzelle voraus. Nach der ersten 


JOM 
Abb. 5. Die zweiten Differen- Abb. 6. B. rhombus, Mutter- Abb. 7. Zwei mannliche Zellen von 
zierungsteilungeneinermann-  zelle mit 4 Spermatogonien. B. rhombus mit je 4 Spermatogonien, 
lichen Mutterzelle von deren Kerne sich in Ruhe be- —etwain Diakinese. Ausdem Verhalten 


B. rhombus. Oben Prophase finden. Nucleolen fehlen bis der Schlickteilchen ist zu erkennen, 
(Nucleolen fehlen, die Chro- auf einen kleinenim obersten da den Differenzierungsteilungen 


mosomen in Wirklichkeit Kern, Heterochromatin reich- eine normale Zellteilung vorausging. 
gespalten), unten Anaphase. lich. Normale Stellung der  Beachte die geringe Zahl und Grobe 
Wande. der Plastiden (230fach). 


Teilung bilden die Tochterzellen zwei sehr vereinfachte, zarte Schalen 
von der Gestalt eines Topfes mit dreieckiger und fast flacher Grund- 
flache aus. Danach kénnen die beiden Zellen in die Spermatogenese ein- 
treten, oder es kann jede von ihnen noch eine zweite Teilung in der alten 
Richtung durchmachen, die ahnliche, aber niedrigere Schalen liefert 
(Abb. 6). Beide Méglichkeiten sind etwa gleich haufig realisiert. Die 
statistische Analyse zeigt (Abb. 8), daB sehr kleine Mutterzellen zwei oder 
vier — die erste Zahl bevorzugt —, sehr groBe, aber immer vier Sper- 
matogonien ausbilden. Der entscheidende Faktor diirfte der Plasma- 
gehalt der Zellen sein, der nach dem oben Gesagten bei den schmalen 
Zellen entsprechend dem Volumen geringer sein wird als bei den breiten. 
Zellen mit hohem Plasmavolumen bilden bevorzugt vier Spermatogonien. 
Wenn man in dieser Weise die Plasmamenge fiir die in Abb. 8 wieder- 
gegebenen, allgemeinen Tendenzen verantwortlich macht, so kénnte sie 
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auch speziell die Entscheidung dariiber treffen, was mit der einzelnen 
Zelle geschieht. Auch bei gleich groBen Zellen hangt die Plasmamenge 
noch von dem Stadium der Interphase ab, in dem sie sich befinden, und 
dieses diirfte also mittelbar bestimmen, ob ein oder zwei Teilungs- 
schritte durchgefiihrt werden. Bei Zellen einer Breite von tiber 51 « waren 
dann auch direkt aus der vegetativen Teilung kommende Zellen noch 
plasmareich genug, um vier Spermatogonien entwickeln zu konnen, 
Ein Stadium der Differenzierung zu einem vierzelligen ,,Spermatogon- 
angium‘ demonstriert Abb. 5, in der eine Zelle in Anaphase, eine andere 
in Prophase fixiert wurde. Die 
Le Ty letztere zeigt, dais schon auf 
diesem Entwicklungszustand die 


is Nucleolen im Kern fehlen. Die 
az Feststellung ist fiir den weiteren 
Verlauf der méannlichen Ent- 

|  wicklung, im Gegensatz zur weib- 

lichen, allgemein zu machen: 

10 Nucleolen werden in keinem der 
; folgenden Kernzustiinde beob- 


6 #2 oa wR Oy achtet. Lebendbeobachtungen an 
Abb. 8. Die Verteilung der Mutterzellen mit 2. spateren Stadien zeigen, daB die 
bor ae > UIE TENE kuohaucen cee Chromatophoren in diesen Tei- 

lungen wahrscheinlich nicht mehr 
vermehrt, sondern nur verteilt werden und auferdem allmiahlich an 
GroBe und Farbstoffgehalt abnehmen. 

Werden vier Spermatogonien gebildet, so liegen sie fast immer in der 
pervalvaren Richtung hintereinander (Abb. 6u.7). In seltenen Fallen aber 
kann die zweite Teilung mit veranderter Teilungsrichtung durchgefiihrt 
werden, wie das in Abb. 9 fiir beide Tochterhalften mehr oder weniger 
ausgepragt der Fall ist. Ich glaube, auf diesen Befund deshalb Wert legen 
zu sollen, weil in der Entwicklung von B. mobiliensis die Drehung der 
Teilungsebenen, allerdings erst im dritten Teilungsschritt, ganz allgemein 
zu beobachten und der Nachweis der Méglichkeit solcher Umlagerung bei 
einem in der mannlichen Entwicklung primitiveren Typus von Interesse 
ist. Von vier Spermatogonien einer Mutterzelle besitzen die beiden auBen 
liegenden die jeweilige Schale der Mutterzelle als Oberschale und stark 
vereinfachte Membranstiicke als Unterschalen. Die beiden inneren Zellen 
sind dagegen von zwei reduzierten Schalen umhiillt, von denen die erst 
gebildeten einen héheren, die zweiten einen kiirzeren Giirtelteil besitzen, 
der aber eigentlich dem Schalenmantel entsprechen diirfte, da eine Naht 
nicht nachweisbar ist. Die zarten Membranen selbst scheinen verkieselt zu 
sein, entbehren aber einer in den verwendeten EinschluBharzen sicht- 
baren Struktur. 
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Auf die Vermehrungsteilungen folgt ein Stadium vdlliger Kernruhe 
(Abb. 6), an dessen Ende sich das Leptotiin entwickelt. Bei dieser Alge 
zeichnen sich die Prophasen der Meiosis durch sehr giinstiges Fixierungs- 
verhalten aus. Stirkere synaptische Verklumpungen fehlen bei ge- 
nigend frisch fixiertem Material. Das Euchromatin ist im Leptotin in 
Form maBig feiner, fast glatter Faden vorhanden. Eine Chromomeren- 
struktur tritt erst im spaten Zygotin hervor. Das Heterochromatin liegt 
meist in einem ziemlich kompakten Klumpen, der gelegentlich aus 
mehreren EHinzelteilen zusammengesetzt erscheint, der Kernwand an. In 
keinem der ,,Tan‘‘-Stadien wurde eine merk- 
liche Polarisierung der Chromosomen festgestellt. 
Im mittleren Zygotién ist die Chromosomen- 
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Abb. 9. B. rhombus. Mutterzelle Abb. 10. Mannliche Halbzelle von  Abb.11. Halbzelle einerMutter- 
mit 4 Spermatogonien, seltene B.rhombus mit 2 Spermatogonien  zelle von zwei Spermatogonien 
Stellung der Wande. im Pachytin. in Diakinese, B. rhombus. 
Heterochromatinteile an Kern- 
oberflaiche, einander genahert. 


paarung ausgezeichnet zu beobachten, gleichlaufend beginnt die Ver- 
ktirzung. Die Mehrzahl der Zellen wird aber in verschiedenen Zustainden 
des Pachytins (Abb. 10) gefunden, in dem nun auch das Heterochromatin 
haufig etwas naher analysierbar ist. Es scheint sich um drei total hetero- 
pyknotische Chromosomen (-paare) zu handeln, die meist mehr oder 
weniger eng an einer Stelle der Kernperipherie zusammenliegen. 


Wahrend der spaiteren Prophase der Meiosis gleiten die Mutterschalen 
unter dem Druck des Streckungswachstums der Spermatogonien aus- 
einander. Epithekale und hypothekale Halfte sind damit grundsatzlich 
voneinander getrennt; praktisch hingen sie oft noch durch Verkleben der 
Spermatogonmembranen fiir einige Dauer zusammen (siehe z. B. Abb. 7). 
Sind zwei Spermatogonien in einer der befreiten Schalenhalften, so 
werden sie meist noch eine Zeitlang durch den langen Giirtel der Mutter- 
schale beieinandergehalten und trennen sich dann spater. Der Ubergang 
zur Diakinese (Abb. 11) nimmt insofern einen ungewohnlichen Verlauf, 
als die AbstoBung innerhalb der gepaarten Gruppen und damit das 
Sichtbarwerden der Chiasmen erst ganz spit eintritt, was hier nicht naher 
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belegt zu werden braucht. Bis dahin beobachtet man lediglich eine Ver- 
kiirzung und Verdickung der Doppelfaden und das schlieBliche Ver- 
schwinden des Chromomerenbaues. Die seltenen Stadien der spaten 
Diakinese (Abb. 11) zeigen die nun stairker kontrahierten Chromosomen, 
jedes mit bis zu vier Chiasmen. Eine Zaihlung ware allein an dieser Stelle 
— am besten allerdings im weiblichen Geschlecht mit seinen etwas 
groBeren Kernen — moglich, doch wurden voll analysierbare Diakinesen 
nicht gefunden; die haploide Zahl diirfte in der Nahe von n = 25 liegen. 
In der Metaphaseplatte fallen das Loch der Zentralspindel, als Kigen- 
tiimlichkeit der Diatomeenmitose, und die 
stark kontrahierten Chromosomen, charakte- 
ristisch fiir die Meiosis, auf (Abb. 12). Ein Ver- 


JOu 
Abb. 12. Spermatogon von Abb. 13. Telophase der Abb. 14. Mannliche Halbzelle von 
B. rhombus in Metaphase 1. 1. Teilung im Spermatogon B. rhombus mit 2 Spermatogonien in 
Plattenansicht, von B.rhombus. Am oberen Interphase. Oben nur das Hetero- 
Zentralspindel! (460fach). Kern Spindelrest. chromatinin den Kernen eingezeichnet 


schmieren des Metaphasechromatins, wie es fiir Welosira varians 1951 abge- 
bildet und von Gerrier fiir Cyclotella 1952 beschrieben wurde, labBt sich bei 
keinem unserer jetzigen Objekte beobachten. Die Zentromerenregionen 
der Chromosomen liegen hier lediglich sehr gedrangt am Spindelk6rper. 
Die Orientierung der Spindel scheint schrag zur Pervalvarachse zu sein. 
In der ersten Anaphase beobachtet man diinne, gespaltene Schenkel. Wie 
unten geschildert, wird bei Biddulphia granulata die erste Teilung von 
einer Zytokinese begleitet. Bei B. rhombus fehlen aber Lebendbeob- 
achtungen, und aus dem fixierten Material, das gerade in der Erhaltung 
des Plasmas der spiiteren Spermatogenesestadien schlecht ist, laBt sich 
absolute Gewibheit tiber das Verhalten dieser Form nicht gewinnen. Das 
Plasma ist recht zart und schwach firbbar, sehr wabig fixiert und wegen 
der kriiftigen Schalen, die meist noch den Uberzug aus Schlickteilchen 
fiihren, schwer genauer zu sehen; aber in solchen Fallen, wie sie die 
Abb. 13 demonstriert, wo man von der offenen Seite in eine der Schalen 
der Mutterzelle hineinsieht, und die Abb. 14, in der das eine Spermatogon 
freiliegt, scheinen die Plasmen zusammenzuhingen. Dann wiirde sich. 
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und das laBt diese Beobachtungen als etwas zweifelhaft erscheinen, B. 
: rhombus nach dem Melosira-Typus der Spermatogenese verhalten, 
wahrend die nahe verwandte Art einem eigenen anderen Modus folgte, 
obwohl das Endresultat fiir die Spermien bei beiden das gleiche ist. Ohne 
Beobachtung auch von B. rhombus im Leben wird die Frage nicht ganz 
zweifelsfrei zu kliren sein. Es ist eben denkbar, da bei der recht heftigen 
Kinwirkung des Fixierungsmittels ein Verkleben der Plasmaoberflichen 
erfolgt. Bei B. granulata wurden allerdings auch in fixierten Interkinesen 


SS 
JO 
Abb. 15. Spermatogon von B. rhombus. I. Telo- Abb. 16. Spermatogon von B. rhombus mit 
phase der Meiosis. Die Spermakerne werden durch unreifen Spermien und Plasmarestkérper. 


die Telophasespindeln vom Plasma abgestemmt. 


zwei getrennte Plasmen gesehen. Die Interkinesekerne bleiben sehr stark 
kondensiert und klein, nur das Heterochromatin bildet noch dichtere 
Bezirke. Dieses Verhalten ist nur eine Weiterentwicklung dessen, was 
man schon in der Prophase, allerdings bei diesem Objekt noch in recht 
gemaBigter Form, beobachten kann. Die mannlichen Kerne sind starker 
kondensiert als die weiblichen, fiir das Pachytan vergleiche man Abb. 10 
mit Abb. 21 oder sehe Abb. 3 an. In der Interkinese ist der Unterschied 
schon deutlicher, und nach der nichsten Teilung findet man das Sperma- 
chromatin fast strukturlos kompakt. 


Auf die Interkinese, die vermutlich von kurzer Dauer ist, und in der 
eigentliche Ruhekernstruktur nicht erlangt wird, folgt die zweite Teilung 
mit schlanken Chromosomen in der Metaphase. Im Verlauf der zweiten 
Anaphase werden die Spermakerne mit dem zugehoérigen Plasma durch 
die Tatigkeit des Stemmkérpers vom Restplasma abgedriickt; Abb. 15 
demonstriert das Fixierungsartefakt dieses Vorganges. Im_ itibrigen 
scheint das Plasma in dieser Zeit (analog zu B.granulata, siehe unten) 
dazu zu neigen, keulenformige Ausstiilpungen zu bilden, und wohl auch 
Portionen ganz abzuschniiren, wie das in Abb. 16 in Erscheinung tritt. 
Fiir ein reifes Spermatogon liegt eine Lebendbeobachtung vor (Abb. 18), 


340 H. A. VON STOSCH: 


die zeigt, daB auch hier die Spermien frei von Plastiden sind. Diese 
bleiben mit der Hauptmenge des Plasmas zuriick. Die Spermien waren 
eingeiBelig. Im Effekt wird also das gleiche erreicht wie bei Melosira 
varians und B. granulata (siehe unten). Die Hauptmenge des Proto- 
plasmas und die Chloroplasten bleiben zuriick. Unterschiedlich gegen- 
iiber M. varians und auch Cyclotella verhalten sich jedoch die Kerne. 
Wiihrend die Spermien bei diesen chromatinreiche, aber grobnetzige 
Kerne besitzen, tritt hier vollige ,,Pyknose** ein. Schon in Abb. 16 liegt 
das Chromatin recht dicht, wihrend in Abb. 17 die endgiiltigen homogen- 
kugeligen Kerne zu sehen sind, in denen an Strukturierung héchstens 
noch einige kleine Vacuolen erkennbar bleiben. 


ayy 


Abb. 17. Mutterzelle mit zwei Spermatogonen Abb. 18. Lebendaufnahme einer miinnlichen Zweier- 
von B. rhombus, hat sich nicht geéffnet. Mutterzelle von B. rhombus. In dem Spermatogon 
Spermien reif (480fach), der Hypovalva ein reifes Spermium, plastidenfrei, 


und Teile des zerschlagenen Plasmarestkérpers 
zu sehen (290fach). 


Oogenese, Befruchtung und Auxosporenbildung. 


Auch im jungen Oogon macht sich zuerst eine starke Streckung der 
Zelle bemerkbar, bis etwa im spaten Pachytiin die Theken vollig aus- 
einandergewichen sind. Die Streckung wird aber noch fortgesetzt, wobei 
die Schalen durch eine feine, wahrscheinlich verkieselte Pektinmembran 
verbunden bleiben. Sie wird an den Plasmaoberfliichen zwischen den sich 
6ffnenden Schalen mindestens noch ein Stiick weit — bis wohin ist nicht 
bekannt — in die Schalen hinein ausgeschieden. Gleichzeitig geht eine 
Vermehrung des Plasmas und wohl auch der Plastiden vor sich, an 
denen das reife Oogon sehr reich ist. Die Plasmavermehrung diirfte 
auch die relativ gréBere Dauer der weiblichen Entwicklung bedingen. 
Kine solche ist anzunehmen, da der Anstof zur sexuellen Entwicklung 
fiir beide Geschlechter durch das gleiche Ereignis erfolgt und trotz der 
Kinschaltung der Differenzierungsteilungen in die mannliche Entwick- 
lung kein Vorauseilen der weiblichen Zellen zu beobachten ist. Diese 
miissen fiir die Vorbereitung und Durchfiihrung der Meiosis so viel Zeit 
verbrauchen wie die minnlichen fiir Vermehrungsteilungen der Sperma- 
togonien und Meiosis zusammen. Unmittelbar wird das bei der Betrach- 
tung des frither erwahnten Zellpaares klar (Abb. 3), dessen einer Partner 
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ein Mannchen mit urspriinglich vier Spermatogonien, der andere in der 
weiblichen Entwicklung ist. Beide weisen aber keine merkliche Phasen- 
verschiebung auf, alle drei sichtbaren Kerne befinden sich im Pachytan. 
Da es sich um Schwesterzellen handelt!, die beide das gleiche Schicksal 
hatten, diirfte das Paar die relative Entwicklungsgeschwindigkeit in 
beiden Geschlechtern getreu zum Ausdruck bringen. 

Wahrend der Zellstreckung bekommt der Kern lingselipsoidische 
Gestalt (Abb. 19) und tritt in diesem Zustand in die Prophase der Meiosis 
ein. Das Leptotan unterscheidet sich von dem der Spermatogonien nur 


Abb. 20. Mittleres Zygotin im Oogon von 
B.rhombus. Kern in einer Ecke der Hypovalva. 
Gepaarte und ungepaarte Chromosomen, 

Abb. 19. oben Schatten des Nucleolus, links der des 
Junges Oogon von B. rhombus, Kern noch in Ruhe. Heterochromatinkérpers (1000 fach), 


dureh das Vorhandensein des oder der Nucleolen. In seinem Verlauf 
findet dann in Vorbereitung der iniqualen Zytokinese der ersten Teilung 
eine Polarisierung der Zelle statt. In den Praparaten ist davon deutlich 
nur die Verlagerung des Kerns in die Hypotheka zu beobachten. Diese 
geschieht nicht in rein achsialer Richtung, sondern mit gleichzeitiger 
seitlicher Verschiebung auf die Basis eines der Horner zu. Dabei diirfte es 
zu einer gegenlaufigen Verschiebung der Plastiden kommen. Jedenfalls ist 
der schlieBlich entstehende Richtungsk6érper sehr arm an Chloroplasten 
oder meist wohl frei von ihnen (Abb. 31). Der Kern langt an seinem end- 
giiltigen Ort im Zustand des spaten Leptotans (in v. StoscH 1952, Abb. 6 
wiedergegeben) an. Die weiteren Stadien der meiotischen Prophase und 
die erste Teilung werden dort durchlaufen. Hier folgen Zygotin (Abb. 20), 


1 Tn Fallen solcher Verbindungen durch Fortsiatze zwischen Zellen, die nach der 
Teilung nicht unmittelbar getrennt werden, beobachtet man ganz allgemein, daf 
die Stabilitaét der Bindung von ihrem Alter abhaingt. Wenn also eine Zweier- 
verkettung mit Hilfe der Horner im Praparat erhalten bleibt, spricht alles dafiir, 
daB sie Schwesterzellen verbindet. Beweisend ist aber, da zwei Unterschalen 
aneinander hangen. Fiir das Oogon ist das aus der Lage des Kerns (s. u.) auch in 
der Photographie zu erkennen, fiir die mainnliche Mutterzelle aus dem Fehlen von 
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Pachytiin (Abb. 21) und die friihen und mittleren dem Pachytaén ahn- 
lichen Diakinesen. Gegeniiber den entsprechenden Stadien der mann- 
lichen Entwicklung ist hervorzuheben, dab bis in die mittlere Dia- 
kinese hinein groBe Nucleolen, jetzt meist in der Kinzahl, zu beobachten 
sind. Eine Beziehung zwischen Nucleolen und Chromosomen besteht 
vermutlich — fiir mindestens ein Chromosom sogar sicher — wie bei 
vielen anderen Objekten. Die starker vergr6Berte Aufnahme der Abb. 20 
zeigt einen Kern im Zygotan, um die meiotische Natur dieser Teilungen 
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Abb. 21. B. rhombus. Abb. 22. Oogon von B. rhombus Abb. 28. Oogon von B. rhombus 
Oogon, Kern im Pachytiin. in Metaphase der 1. meiotischen in Anaphase 1. 
Links Nucleolus, Teilung. Vorauseilende (?) Grobspiralen ausgelaufen, 
dariiber Heterochromatin. Chromosomen! Schalen durch Spaltung der Schenkel, 
. Oogonmembran™ verbunden. Zentralspindel (460fach), 


recht deutlich vor Augen zu fiihren. Diese geht aber auch aus dem Ver- 
halten der Chromosomen in der Metaphase hervor (Abb. 22); weiterhin 
ist die Entspiralisierung der Chromosomen und die Trennung der 
Schenkel nach dem Liingsspalt in der Anaphase (Abb. 23) fiir die Meiosis 
charakteristisch. Das Heterochromatin konnte ich schon in der Dia- 
kinese nicht mehr vom Euchromatin unterscheiden und auch in Meta- 
und Anaphase ist es nicht zu erkennen, es sei denn, daf einige voraus- 
eilende (oder nachhinkende?) Chromosomen (Abb. 22) die hetero- 
eyclischen waren. Die Metaphasespindel ist anniihernd parallel zur Zell- 
achse gestellt, der Kern scheint, wie bei den vegetativen Teilungen der 
meisten Centrales, in einer Anschwellung des Plasmawandbelags zu 
liegen. Abb. 23 zeigt das deutlich. Bei Biddulphia rhombus kommt es im 
Gegensatz zu Melosira und andern Arten mit nur einem Ei je Mutter- 
zelle noch zu einer Zytokinese, die, wohl entsprechend der Situation, aus 
der heraus sie erfolgt, in verschiedenem Mabe stark iniqual verlaiuft. Die 
kleinere Zelle hangt als wasserhelles Blaschen immer einem der Hérner 
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der Hypovalva an. Aus den anderen zieht sich das Plasma zuriick. Das 
Plasma der prospektiven Eizelle bleibt mit dem Richtungsko6rper, 
wahrscheinlich durch Vermittlung einer eingeschalteten plasmatischen 
Membran, in Kontakt (Abb. 24 usw.). Im Leben besitzt es nach der 
Teilung eine gewélbte Oberflache, die sich an die stirker gekriimmte des 
Richtungsk6rpers anpreBt. Es ware von Interesse zu wissen, wie der 
Verlauf der Teilung im Leben aussieht. Das Oogon der Abb. 31 konnte 
entweder schon befruchtet sein; dann hatte die Befruchtung zu einer 
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Abb. 24. Oogon von B. rhombus, spite Abb. 25. Abb. 26. 
Telophase der 1. Teilung. Oben Rich- Oogon von B. rhombus in Oogon von B. rhombus. 
tungsk6érper, dessen Kern pyknotisch Interphase, Kern in Ruhe. Metaphase der 11. Teilung. 
wird und der gegen das trichterformig Zentralspindel, Chromosomen 


ausgezogene Eiplasma durch eine schlank! (460fach). 


plasmatische Membran abgegrenzt ist. 


Trennung der Oberflachen von Ei und Richtungskorper geftihrt. Oder es 
handelt sich um eine spate Telophase der I. Teilung; dafiir wiirde die 
Struktur des Kerns im Richtungskorper sprechen. Eine vollige Trennung 
der Plasmen durch die Zytokinese ware nach den Erfahrungen mit 
Teilungen anderer Centrales zu erwarten. Die Plasmaoberflachen wiirden 
dann durch nachtriagliche osmotische Schwellung wieder zum Kontakt 
kommen, auf einer Flaiche, die wir als plasmatische Membran bezeich- 
neten. Im fixierten Praparat bekommt die Eioberflache eine schief 
trichterformige Gestalt, verursacht durch eine Schrumpfung des 
Plasmas; die Verbindung zum Richtungskorper bleibt jedoch, falls 
gesunde Zellen betroffen waren, erhalten, und die Innigkeit des An- 
einanderhaftens beider Oberflachen ist desto deutlicher zu erkennen. Das 
weitere Schicksal des Richtungsk6érpers haingt offenbar von der Plasma- 
menge, die er mitbekam, méglicherweise auch von einem etwaigen Gehalt 


an Plastiden ab. Ist er klein, so wird sein Kern unmittelbar pyknotisch 
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(Abb. 24, 25, 30, 32), ist er gr6Ber, so kann dieser noch mehr oder 
weniger weit und mehr oder weniger synchron mit dem Ki in die zweite 
Teilung eintreten und sich dann ganz analog der Eizelle verhalten 
[ Abb. 27, 29, 33 (2), 34]. Die Bildung eines funktionsfahigen zweiten Kies 
in der Hypotheka wurde niemals beobachtet, obwohl sie durchaus denk- 
bar ware, da der Entwicklungsmodus ganz offenbar durch Reduktion aus 
dem der planktontischen Biddulphien und der nachher zu schildernden 
B. granulata hervorgegangen ist, die zwei gleichartige Eier aus einer 
Reduktionsteilung produzieren. 
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Abb. 27. Abb, 28. Abb. 29. Reifes Oogon von B. rhombus. 
Oogon von B. rhombus. Bi Oogon von B. rhombus. Restkern in Vacuole, riiumlich unter 
in Telophase der IL. Teilung. Ki in spiter Telophase. der Spitze des Eikerns. Kern des Rich- 
Verschiedene Entwicklung Pyknotischer Kern tungskérpers hat sich geteilt und die 
der Tochterkerne? Kern in oberhalb des Hikerns. Teilungsprodukte haben  Differen- 
Richtungskérper in Prophase. vierung in ,,funktionierenden‘*S und 


pyknotischen Kern erfahren. 


Der Vorlaiufer des Eikerns wird, wahrscheinlich durch mechanische 
Wirkung eines Stemmko6rpers (niheres tiber ihn in einer spiteren Mit- 
teilung), ziemlich tief in das Plasma der Eizelle hineingeschoben (Abb. 24) 
und geht darauf, oder kann dies tun, vollig in den Ruhezustand (Abb. 25) 
iiber, in dem auch die Nucleolen erscheinen. Danach tritt er in die zweite 
Teilung (Abb. 26) ein, deren Spindel mehr oder weniger geneigt gegen die 
Pervalvarachse orientiert ist. Die Metaphase zeigt lange und diinne 
Chromosomen, deren Spalthalften hier, in den Prophasen ist das ganz 
einwandfrei zu beobachten, wie fiir die Il. Teilung iiblich nur durch die 
Insertionen zusammengehalten werden. Die Il. Teilung ist nicht von 
einer Zytokinese begleitet, hat aber eine differentielle Weiterentwicklung 
der resultierenden Kerne zur Folge. Leider ist auch hier, wie bei Melosira 
und nach GrrrLEeR (1952) bei Cyclotella und den Pennaten, nicht fest- 
zustellen, durch welchen Mechanismus die Entscheidung iiber das Uber- 
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leben des einen und das Zugrundegehen des anderen Kernes herbei- 
gefiihrt wird. Fiir das jetzige Objekt vermittelt Abb. 27 den Eindruck, 
als wiirde der am meisten zur Epivalva hin verlagerte Tochterkern 
schon in der Telophase eine Sonderentwicklung degenerativer Art 
nehmen. Andrerseits sah ich ein Stadium mit 2 Telophasekernen, schon 
mit Kernmembran, die noch gleichwertig aussahen und dabei die gegen- 
seitige Lage wie in Abb. 27 besaBen. Méglicherweise setzt die Kern- 
degeneration also wie bei Melosira zu etwas verschiedenen Zeiten nach 
der Teilung ein. Im Oogon der Abb. 28 geht sie jedenfalls frith von- 


nes 
Abb. 30. Oogon von B. rhombus, reif. Dem Hikern Abb. 31. Oogon von B. rhombus, lebend. 


unten anliegend der pyknotische Kern, oben rechts Richtungskérper plastidenfrei (470 fach). 
Richtungsko6rper (460fach), 


statten, beide Kerne sind noch in Telophase. Hingewiesen sei aber auf 
eine merkwirdige Tatsache: Obwohl die Spindel die Tochterkerne weit 
auseinander schiebt, findet sich der pyknotische ,,zweite Richtungs- 
korper* friiher Stadien des reifenden und reifen Kies stets in der Nahe des 
Eikerns. Dagegen laBt sich eine wiederkehrende Lagebeziehung des 
zugrunde gehenden oder auch des Eikernes zu irgendwelchen geo- 
metrischen Parametern der Zelle nicht feststellen, eine solche scheint also 
nicht die Entscheidung zu fallen (Abb. 27—30). Merkwiirdig ist, daB die 
gleiche Kernkonkurrenz auch im Richtungskorper mit ahnlichem Resul- 
tat ablaiuft, sofern es in ihm tiberhaupt zur Teilung kommt, obwohl die 
Auslese hier ganz iiberfliissig ist (Abb. 29, 34); ein Zeichen dafiir, daB es 
sich um einen sehr ,,eingefahrenen‘* Mechanismus handelt. Weiter soll das 
Auswahlproblem hier nicht diskutiert werden, da sonst auf Beobach- 
tungen an anderen Objekten vorgegriffen werden miiBte. Der pyknotische 
Kern wird schlieBlich! immer in eine Vacuole eingeschlossen und langsam 


1 Vorbehaltlich der Richtigstellung durch die Lebendbeobachtung. Diese Vacuole 
anterscheidet sich von den Schrumpfungshéfen um Kerne innerhalb der Kern- 
fasche, um Spermakerne im Eiplasma und um Nucleolen im Kern nur oraduell, 
ind es wire méglich, daB sie ebenso ein Artefakt darstellte. 
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verdaut; er bleibt meist noch bis in die Auxospore hinein sichtbar, 
(Abb. 38). 

Die weitere Entwicklung des Eikerns bringt die Wiederherstellung des 
Ruhezustandes, die Ausbildung der Nucleolen und das Deutlichwerden 
des Heterochromatins. Danach erfolgt eine weitgehende Dechromati- 
sierung, der auch das Heterochromatin bis auf geringe Reste zum Opfer 
fallt. Auf das aihnliche Verhalten der meisten anderen Kikerne in Tier- 
und Pflanzenreich sei nur hingewiesen. Diese Vorgange kénnen von der 
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Abb. 32. Oogon von B. rhombus, 
durch die Priparation nach der 
Fixierung deformiert. 
Mannlicher Kern an der Oogon- 
membran und dabei, diese zu 
durchbrechen. 
Pyknotischer Kern riumlich 
iiber dem an Heterochromatin 
armen Hikern. 


Abb. 33. Oogon von B. rhombus. 
Mannlicher Kern im Eiplasma, 
darunter pyknotischer Kern. 
Eikern in sehr spiter Telophase, 
Befruchtungsmembran an Hi- 
oberfliiche, Kern des Richtungs- 
kérpers in Prophase. Oogon 
durch die Priparation nach der 
Fixierung deformiert. 


Abb. 34. Oogon von B. rhombus, 
Mannlicher Kern riumlich tiber 
dem Eikern, wahrscheinlich 
nicht in Kontakt mit ihm, 
darunter pyknotischer Kern. 
Im Richtungsk6érper  erfolgte 
Teilung und _ Differenzierung, 
in ,,funktionierenden* und 
pyknotischen Kern. 


spatesten Telophase an durch die Intervention des mannlichen Kerns 
gestort werden. 

Biddulphia rhombus verhilt sich von den beiden bisher beschriebenen 
Arten, Melosira varians und Cyclotella tenuistriata, auch darin ver- 
schieden, daf die EKioberfliche nicht frei zuginglich, sondern durch die im 
Anfang dieses Kapitels erwiihnte, die freien Riander der Schalen ver- 
bindende Membran, vom AuBenmedium abgegrenzt ist. Das Eindringen 
des Spermiums durch diese ,,Qogonmembran‘* wurde nur einmal 
gesehen. Abb. 32 zeigt einen Spermakern an die Membran angeheftet und 
auf ihr etwas auseinandergeflossen. Diese erscheint durch seine Ein- 
wirkung schwach, aber deutlich eingebeult. Da die Membran ziemlich 
sicher verkieselt ist, hatte man, wenn sie vom Spermium wirklich per- 
foriert wird (siehe unten), ein zweites Beispiel (das erste stammt von 
L. Gerrter 1951, 8.314) fiir ein Ferment, das Kieselsiure angreift. 
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In Abb. 33 ist das Eindringen dann vollzogen, und der miinnliche Kern 
liegt in Form und Struktur unveriindert in der Nahe des Eikerns. 
Gleichzeitig beobachtet man eine deutliche Verdichtung und Abgrenzung 
der Kioberflache, was wohl als erste Spur der Befruchtungsmembran, des 
Organs, aus dem sich nachher das Perizonium entwickelt, aufzufassen ist. 
Im weiter fortgeschrittenen Zustand der Abb. 34 und Abb. 35 war 
dagegen die Membranbildung noch nicht zu erkennen. Sie ist iibrigens 
auch im Leben (Biddulphia mobiliensis) erst recht spit zu sehen. In 
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Abb. 35. Oogon von B. rhombus befruchtet, Abb. 36. Oogon von B. rhombus, Verschmelzung der 
Kerne in Verschmelzung. Kerne fortgeschritten. Perizonium hat sich gebildet, 


und die Zygotenoberflache sich dadurch teilweise von 
der Schale abgelést. 


Abb. 34 liegt der Spermakern raumlich ttber dem Eikern, diesem sehr 
genihert, aber anscheinend noch nicht mit ihm verschmolzen. Das wiirde 
bedeuten, daB der Kern sich noch im Plasma aufzulockern beginnt. Diese 
ersten Stadien der Befruchtung stammen aus einem Material, das nach 
Waschen und Resuspendieren der Grunddiatomeen eines Plankton- 
fanges einige Stunden in flachen, beleuchteten Schalen im Laboratorium 
gestanden hatte (1952). In den direkt verarbeiteten Planktonfaéngen von 
1950 fanden sich nur Altere Befruchtungszustiinde. Wahrscheinlich 
waren die Bedingungen nach dem Fang fiir ein Weitergehen dieser 
Prozesse ungiinstig. In den damals angefertigten Praparaten wurden 
dagegen recht haufig jiingere und altere Kernverschmelzungen 
gesehen. Dabei tritt das Spermachromatin an den Eikern heran, der noch 
Spuren der letzten Telophase zeigen kann, und flieSt mit ihm zusammen. 
Der Vorgang ist wegen der groBen Unterschiede im Chromatingehalt der 
beiden Partner leicht nachzuweisen. AuBerdem bildet der mannliche 
Kern zunichst eine Beule am weiblichen (Abb. 35). Danach nimmt das 


348 H. A. von StroscH: 


Spermachromatin einen betrachtlichen Sektor im Verschmelzungs- 
produkt ein, das langsam auf die Grofe des normalen vegetativen Kerns 
zusammenfillt, und ist oft noch lange, bis in die junge Auxospore hinein 
nachzuweisen (Abb. 37). In vielen Fallen fehlen aber schon in verhaltnis- 
maBig jungen Auxosporen (Abb. 38) sichere Spuren einer vorausgegan- 
genen Verschmelzung, womit gesagt werden soll, daB auch unter Bertick- 
sichtigung der Nucleolen und des Heterochromatins kein Urteil dartiber 
moglich ist, ob in jedem Falle eine Kernfusion Voraussetzung fiir die 
Weiterentwicklung des Eies ist. Die 

Dinge liegen also ganz wie bei ee 
Melosira. 1954 (a) wurde aber bereits 
kurz iiber Experimente berichtet, 


Abb. 37. Zygote von B. rhombus keimt zur Auxo- 


spore. Unterschale mit Richtungsk6érper abgefallen, Abb. 38. Junge Auxospore von B. rhombus. 
die Zelle steckt aber noch in der Oberschale. Sicher erkennbare Reste des Spermachromatins 
Spuren des miinnlichen Kerns im Hikern (460 fach ). fehlen. Pyknotischer Kern noch deutlich. 


die zeigen, da mindestens bei einer Diatomee (B. mobiliensis) un- 
befruchtete Kier im Gegensatz zu befruchteten keine Entwicklungs- 
fihigkeit besitzen. Es besteht — besonders unter Beriicksichtigung der 
Tatsache der Chromosomenreduktion vor der Gametenbildung — kein 
Grund anzunehmen, B. rhombus verhielte sich anders. 

Die Zygotennatur etwas alterer Stadien wird an dem Auftreten des 
Perizoniums sichtbar, das bei B. mobiliensis nur von befruchteten Eiern 
ausgebildet wird und daher auch hier der gleichen Bedingung unter- 
worfen sein dirfte. Diese Befruchtungsmembran also ist in den Priapa- 
raten zuerst an der Verfestigung der freien Eioberfliche (siehe Abb. 36) 
erkennbar. Ihre Bildung ist Ursache der Ablésung des Eiplasmas von den 
Schalen des Oogons. Sie wird von der ganzen Oberfliiche des Eies — ob 
von vorneherein nach allen Richtungen hin gleich stark und zur selben 
Zeit, ist zweifelhaft — ausgeschieden und direkt zum Perizonium der 
sich entwickelnden Auxospore aufgeblaht. Die Keimung der umhiiuteten 
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Zygote beginnt mit einer Volumenzunahme, wobei sie sehr bald die 
,,Oogonmembran‘ (sieche oben) sprengt und die Hypotheka emporhebt. 
Aus dem Raum zwischen beiden Schalen wilbt sich eine Blase, deren im 
freien Gleichgewicht stehende Teile Kugeloberfliichen sind, die aber 
zanaichst mit einem Fuf in der Epitheka steckt (Abb. 37). Das weitere 
Dehnungswachstum des Perizoniums zieht aber allmahlich auch diesen 
heraus. In der Mehrzahl der Fille geht die lose aufsitzende Hypotheka 
mit Richtungskérper bald verloren, wihrend die Oberschale noch lange 
an der sich langsam weiterentwickelnden Auxospore hingt. Erst am 5. 
und 6. Tage der Auxosporenbildung, 
vom Zeitpunkt der Auslésung an 


Abb. 39. Junge Auxospore von B. rhombus, Abb. 40. 

vollstiindig mit beiden Schalen, Richtungs- Morgenplankton vom 4. 9. 1950 in List. Die Auxo- 
k6érper, Zygotenkern und pyknotischem Kern. sporen von B.rhombus haben dreieckige Gestalt 
Ausnahmsweise ist die Epivalva friiher von angenommen (60fach). 


der Zygote verlassen (400fach). 


gerechnet, modellieren sich, die Oberflache der Sphare nach auBen vor- 
stiilpend, die Ecken der Dreiecksschalen heraus. Leider konnte nur bis zu 
diesem Moment beobachtet werden, so dal die weiteren Prozesse nicht 
bekannt sind. Doch finden sich in dem Material vom 4. 9. 1950 frith schon 
vereinzelte, immer dreieckige Zellen, in denen neben dem Zellkern ein 
frischer, d. h. groBer, pyknotischer Kern zu sehen ist; die abortierenden 
Kerne aus der Reduktionsteilung sind zu diesem Zeitpunkt fast immer 
verschwunden. In all diesen Fallen wird die Oberschale der Erstlings- 
zelle durch ihre Areolierung erkennbar; das Perizonium selbst scheint 
keine Struktur zu besitzen. Andererseits waren Zellen, die auBerlich 
denen mit Erstlingsschale glichen, aber keinen Richtungskérper besaBen, 
soweit festgestellt, immer ohne die Schalenstruktur. Es scheint also, dal 
wir hier die Folgen der von GerrLer (1953) entdeckten metagamen 
Mitose, die mit jeder Schalenbildung der Auxospore verkniipft ist, vor 
uns haben. Leider konnte nicht festgestellt werden, ob auch bei der 
Bildung der anderen Schale die gleiche Erscheinung auftritt, was aber 
nun anzunehmen ist. Die Teilung selbst wurde nicht gesehen, nur in 
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einem Falle waren Spuren einer sehr spaiten Telophase im Kern der’ 
Auxospore zu erkennen. Vielleicht liuft sie bevorzugt des Nachts ab. 

Die Auxosporenbildung ist insgesamt von einiger Dauer, werden doch 
von der Auslésung bis zur Bildung der ersten Schale sechs Tage ge- 
braucht. Es ist damit zu rechnen, daB der Gesamtvorgang bis zur ersten 
Teilung der Erstlingszelle zehn Tage oder mehr in Anspruch nimmt. Die 
sich entwickelnden Auxosporen halten sich wegen ihres groBen Form- 
widerstandes ausgezeichnet im Plankton, und die groBe Sexualitats- 
epidemie, die der Sturm von 1950, wie geschildert, ausléste, und die 
direkt nur dem suchenden Auge sichtbar wurde, fiihrte in den nachsten 
Tagen, also nach dem 31. 8., zu einem fast makroskopischen Effekt. Noch 
am Morgen des 4. 9. enthielt das Plankton von List die jungen Auxo- 
sporen von B. rhombus in solechen Mengen, daB sie das Bild absolut 
beherrschten (Abb. 40). Zu diesem Zeitpunkt waren noch vereinzelt 
Oogonien zu finden, vermutlich solche, die unbefruchtet blieben, wahrend 
Spermatogone fehlten. Die Kulturerfahrungen an B. mobiliensis zeigen 
ebenfalls, da die Kier, im Gegensatz zur Kurzlebigkeit der Spermien, 
mehrere Tage entwicklungsfahig bleiben. 


Cerataulus Smithii. 

Diese Art hat ziemlich niedrige kreisrunde Zellen, an denen die Hérner 
wenig auffallen, so da der Habitus etwa dem eines Coscinodiscus 
angenahert wird (Abb. 41). Sie ist interessant durch das Heterochromatin. 
das hier in scharf begrenzten nucleolenartig abgerundeten Kérpern vom 
Prochromosomentyp, wieder in 
einem im wesentlichen euchroma- 
tischen Kern vorkommt. In den 
diploiden Zellen findet man ent- 


Abb. 41. Ruhende Zelle von Cerataulus Smithii. Abb. 42. 

Im Ruhekern die beiden groBen scharf umrissenen Mannliche Mutterzelle mit 4 Spermatogonien 

Chromozentren, dazu weiteres Heterochromatin von Cerataulus Smithii. Kerne in Prophase 
und der Nucleus. der Meiosis (460fach). 


weder zwei kleine oder durch Verschmelzung dieser ein groBes Chromo- 
zentrum. Doch soll auf die cytologischen Einzelheiten hier nicht naher 
eingegangen werden. Entsprechend dem spirlichen Vorkommen der Art 
sind in unserem Material nur verhiiltnismaBig wenige Stadien der sexuellen 
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Entwicklung vorhanden; diese geniigen aber, um die allgemeine Ahnlich- 
keit mit den Verhiltnissen von B. rhombus zu erweisen. Abb. 42 stellt eine 
Mutterzelle mit vier Spermatogonien dar, die schiefe Lage der das obere 
Zellpaar trennenden Wande wird vermutlich durch die geringe Hohe der 
Schalen begiinstigt. Die Kerne befinden sich in der frithen meiotischen Pro- 
phase. Uber den Verlauf der Reduktionsteilung und die Spermiogenese ist 
nichts bekannt, sie diirften in aihnlicher Art wie bei B. rhombus vor sich 
gehen. Von der weiblichen Entwicklung wurden Kerne im Pachytin 
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Abb, 43. Abb.44. Reifes Oogonvon Cerataulus Smithii. Abb. 45. 
Oogon von Cerataulus Smithii Pyknotischer Kern, riumlich iiber dem Hi- Halbspermatogon von 
im Pachytain. Kern kern, dieser in spitester Telophase, in der das Cerataulus turgidus, 
exzentrisch in der Hypovalva Chromatin feinfiadig ist. Im Eikern Nucleolus leer. 


(460fach). und Chromozentrum. Zwischen Richtungs- 
k6rper und Ei plasmatische Membran. 

gesehen, die exzentrisch in der Hypovalva liegen (Abb. 43). Die nachste 
Abbildung (44) gibt ein reifes Oogon wieder mit Richtungsko6rper, pyknoti- 
schem Kern und dem Eikern, der Nucleolen und das Chromozentrum 
fiihrt. Der einzig bemerkenswerte Unterschied gegeniiber B. rhombus ist 
die Lage des Richtungskérpers, der hier nicht in besonderer Beziehung zu 
den Hornern gebildet wird. Eine schon geblahte Auxospore wurde 
gefunden, deren Kern in vegetativer Prophase ist, vermutlich der Pro- 
phase der ersten metagamen Mitose. 

Die groBe Art Cerataulus turgidus war in List sowie auch in Norderney 
recht selten. Es wurde nur ein fixiertes Zweizellenstadium der Spermato- 
genese gesehen, dessen Kerne in Ruhe waren. Auferdem wurde 1953 das 
Skelet einer mannlichen Halbschale gefunden (Abb. 45), die oftenbar vier 
in der Form denen von B. granulata abnliche Spermatogonien in der 
(ganzen) Mutterzelle gebildet hatte. Analysierbare Stadien der weiblichen 
Entwicklung kamen nicht zur Beobachtung. 
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Biddulphia granulata. 

Diese im Umri® an die Planktonbiddulphien, besonders B. mobiliensis, 
erinnernde Art ist karyologisch der B. rhombus nicht unahnlich, besitzt 
jedoch schwacher entwickeltes Heterochromatin. Sie war in List 1950 
und in stirkerem Mae 1952 im Sturm-Plankton vertreten und konnte 
verhaltnismaBig genau studiert werden. Je- 
doch werden nur einige Entwicklungsstadien 
in Abbildungen wiedergegeben. 

Daten iiber die Geschlechtsbestimmung 
fehlen bei dieser Art vollstandig, wohl aber 
liegen einige Messungen zu dem Zusammen- 
hang zwischen ZellgréBe und Geschlechts- 
charakter vor. Diese reichten nicht fiir eine 
Darstellung in Variationskurven aus, erlauben 
aber den SchluB, da dieser von der gleichen 
Art ist wie bei Melosira varians und bei 
B. rhombus. Die GréBenbeziehungen sind in 
Abb. 55 in relativen Werten dargestellt. Die 
absoluten Zahlen fiir die Grenzen des mann- 
lichen Bereichs betragen 41 « und 62 yu, des 
weiblichen 51 4 und 72 uw. Nicht verwendet 
wurde in dem Schema der Fall einer Zelle, die 
bei der Breite von 38,4 4 direkt in Meiosis 
war und daher als weiblich klassifiziert worden 
wire. Da keine Werte fiir weibliche Zellen 
benachbart lagen, ist es wohl wahrscheinlich, 

<5 rea daB hier eme mannliche Zelle ohne Differen- 
zierungsteilungen direkt in die Meiosis ein- 
Se ae cin fe etaies trat, zumal der Breitenwert an der unteren 


togone aufgeteilt. Diese in meio- | Grenze des mannlichen Bereichs liegt. 
tischer Prophase. Von den Sper- 


tee : 4 ; 
caiocenion nur Mambracse cad In der Differenzierung der Spermatogonien 
Kerne dargestellt, erinnert die Art an B. rhombus, doch ist die Zahl 


vermehrt; sie entstehen meist zu vier oder zu 
acht in einer Mutterzelle, nur in einem Fall wurde ein Stadium gefunden, 
das der Reduktionsteilung einer zweizelligen Mutterzelle angehéren muB, 
und im Leben wurde eine Zelle mit offensichtlich drei in der meiotischen 
Prophase stehenden Spermatogonien gesehen und photographiert. Die 
Zeichnung der Abb. 46 stellt den haufigen Fall einer B. granulata mit acht 
im Friihstadium der Meiosis befindlichen Spermatogonien dar. Auch hier 
sind die Giirtel der Mutterzelle (wie der vegetativen Zellen) durch an- 
gesetzte Bander verlingert und in diesem Zeitpunkt bereits weit aus- 
einandergetrieben. Die Membranen der Spermatogonien selbst sind 
weiter reduziert als bei B. rhombus, was besonders fiir die zuletzt 
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gebildeten zutrifft. Doch ist der Schachtelbau iiberall noch angedeutet. 
Da sich die groBe Form mit ihren verhaltnismaBig durchsichtigen Schalen 
gut zur Lebenduntersuchung eignet, wurde sie fiir das Studium der 
Meiosis und der Spermiogenese im engeren Sinne gewahlt. Als am 
30. 8.1952 nach einem Sturm die Grunddiatomeen in Fruktifikation 
waren, wurden mannlich determinierte Zellen dieser Alge ausgelesen und 
in der oben erwihnten Membrankammer angesetzt. Hier entwickelten 


Abb. 47. Spermatogenese von B. granulata. a stellt eine minnliche Zelle mit 4 Spermatogonien, 
etwa in Diakinese, dar. b—gq Halfte einer Mutterzelle von 8 Spermatogonien, Uhrzeit der Beob- 
achtung angegeben. Die Zahlen in 6 bezeichnen die Spermatogonien. b Spermatogon 1 ist in Metaphase, 
Spermatogon 2 mit zwei Teilprotoplasten in meiotischer Interphase, 3 in Anaphase, 4 in spater 
Prophase der Meiosis. In Spermatogon 3 beginnt unmittelbar danach die Durchfurchung, in Sper- 
matogon 1 etwas spiter. In A—/ teilt sich dann Spermatogon 4. Die stumpfpolige Spindel ist in h, é, 7 
und besonders deutlich in & zu sehen. Zum Abschlu8 der Entwicklung kommt schlieBlich nur Sper- 
matogon 2, dessen Teilzellen, in ¢ deutlich, zu Beginn der Beobachtung schon Gei®eln besitzen. 
In g hat sich dieses Spermatogon gedffnet und das eine Halbspermatogon ausgestoBen, das andere 
ist liegengeblieben und befindet sich in Anaphase. Spermakerne + umibhitillendes Plasma an den 
Polen der Figur, eine GeiBel sichtbar, links davon eine der Plasmaknospen s. Text. Zelle 1, an der 
die GeiReln in Figur f zu sehen, ist zu diesem Zeitpunkt schon unter Autolyse abgestorben. Fiir den 
Bau der Spermatogonmembran s. Fig. h—k (330fach). 


sie sich weiter, und wenn auch gegen Ende der Untersuchungszeit bis zum 
Zelltode fiihrende Anomalien auftraten, konnte das Prinzip der eigent- 
lichen Teilungs- und Reifungsvorginge doch erfaBt werden (Abb. 47). 
Die Mutterzellen kamen ausschlieBlich erst im Zustand der spaten 
meiotischen Prophase zur Beobachtung (Abb. 47a) und wurden von 
da an weiter verfolgt. Sie fallen durch die gelbliche Farbung und den 
Eindruck besonderer Verganglichkeit auf. Auch hier wie bei Melosira 
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und Biddulphia rhombus ist die Differenzierung der Spermatogonien mit 
einer Riickbildung der Plastiden verbunden. Gegen Ende der meiotischen 
Prophase schwellen sie unter Wasseraufnahme und bringen dadurch die 
Giirtel der Mutterzelle zum Voneinandergleiten, so dali die letztere sich 
éffnet. Die Spermatogonien mit ihren Membranen sind dann im Prinzip 
frei. Beim Eintritt in die Teilungen verschwindet die bis dahin deutliche 
Kernmembran, und man kann, bei giinstiger Lage auch im Leben, die 
Metaphasefigur der Chromosomen erkennen. Die Protoplasten beginnen 
zu entquellen oder zunachst sich 
ihres Vacuolenwassers zu entledigen. 
Im Beispiel der Abb. 47h wird die 
Zelle, mitbedingt durch die Stemm- 
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Abb. 48. GeiBeln an den Halbspermatogonien von 
Zelle 1 u. 3 der Abb. 47b usf., wie sie etwa um Abb. 49. Oogon von B. granulata im Leptotiin, 
17.30 Uhr beobachtet wurden. Nach einer Skizze. starke Synapsis bei der Fixierung (510fach). 


wirkung der diagonal gestellten Spindel, dabei fast rechteckig. Kurz 
danach entwickelt sich in Richtung der anderen Diagonale der Fur- 
chungsspalt (Abb. 47¢, i,j), der zwei keilformige Tochterzellen ab- 
quetscht. In Abb. 47k ist die Spindel recht deutlich zu sehen, auch die 
fiir Diatomeen charakteristischen stumpfen Pole der Spindelfigur sind 
zu erkennen. Die Konturen der Tochterzellen, die nun in Interphase 
eintreten, sind zuniichst gerundet, bis bei stiirkerer Wasserabgabe die 
Oberflachen der Teilprotoplasten durch hervortretende Plastiden und 
Fetttrépfehen héckerig werden. Doch scheint tibermiBige Entquellung 
schon ans Pathologische zu grenzen; die Teilprotoplasten des Spermato- 
gons 1 von Abb. 47b—q, die die Erscheinung besonders stark zeigen, 
autolysieren vor AbschluB ihrer Entwicklung. 

Wahrend der Interkinese, etwa 40 min nach Erscheinen der Furche, 
beginnen die GeiBeln auszuwachsen. In der Abbildung sind sie nur in ¢ 
und d am Spermatogon 2 und in m am ersten Spermatogon zu sehen. 
Sie werden zunidchst als gepaarte, von einem Punkt entspringende 
und triage bewegte Stummel in der Niihe eines Poles der vorausgegangenen 
Teilung an den oval-keilformigen Zellen sichtbar und wachsen unter immer 
heftiger werdenden Bewegungen heran, um dann mit ihren Insertions- 
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stellen auseinanderzuweichen (s. Abb. 48). Das wurde an den Zellen 2 und 
3 der Figur genauer verfolgt. In dieser Zeit ist der Plasmaké6rper ziemlich 
stark metabol. So schniirten beide Teilprotoplasten von Zelle 2 je einen 
plastidenfithrenden Plasmakérper ab (Abb. 47p, q). SchlieBlich gelangen 
die Geifelinsertionsstellen an die Pole des spindelformigen Korpers, in 
die jetzt die Tochterkerne der zweiten Teilung als helle Kuppen hinein- 
getrieben werden, und zwar durch den Druck der sich verliingernden 
Telophasenspindel (Abb. 47q). SchlieBlich losen sich die Kerne mit einer 
umgebenden Plasmalage und den GeiBeln von dem plastischen Rest- 
k6rper, der in der Mitte liegen bleibt, ab und schwirmen als farblose 
eingeifelige Zellen davon, wenn sich die Membran der Spermatogonien 
schon ge6éffnet hat. Die Mittelteile mit den Plastiden bleiben unbeniitzt 
zuriick. Das Offnen der Zelle geht — mindestens gelegentlich — fast 
explosiv von statten. Das wurde beim Spermatogon 2 der Abb. 47g—q 
beobachtet, das einzige der hier dargestellten, das waihrend der Beob- 
achtung seine Entwicklung abschloB8. Hier wurde unter Offnen der 
Membranen das eine Halbspermatogon ruckartig ausgestofen, und zwar 
im Zustand der spaiten Anaphase. Es gab bei der sogleich weitergefiihrten 
Teilung ein plastidenfreies und ein Spermium, das — abnorm — einige 
Plastiden enthielt. Das andere Halbspermatogon blieb zunichst liegen 
und wurde, ebenfalls in Anaphase, in Abb. 47q wiedergegeben. Von den 
GeiBeln ist in der Photographie nur die eine sichtbar. 

Die Oogenese unterscheidet sich viel staérker von der der B. rhombus 
und folgt dem Verhalten der Planktonarten. Von diesen war B. mobilien- 
sis 1954 in den Grundziigen der Entwicklung geschildert worden. Das 
wichtigste Charakteristikum ist eine Aaquale Zytokinese nach der ersten 
meiotischen Teilung. Jedes Oogon liefert dabei zwei taugliche Hier, 
die nach Art der meisten Centrales nicht individualisiert werden, son- 
dern in den Schalen liegen bleiben. Auch hier streckt sich das junge 
Oogon im Verlauf der meiotischen Prophase stark. Die Kerne scheinen 
fixierungslabiler zu sein als bei B. rhombus, so ist das Leptotan-Chromatin 
des groBen Kerns in Abb. 49 sehr stark von der Kernwand ab und zu 
einem dichten Ballen zusammengeschrumpft. Im Zustand der Meta- 
phase sind wie bei B. rhombus die auseinandergewichenen Schalen 
mit ihren freien Randern durch eine zarte Membran verbunden. In 
Abb. 50 ist sie dargestellt, von der Kernfigur wurden nur einige Gemini 
gezeichnet. Wahrend der Anaphase beginnt die Durchfurchung des Plas- 
mas zu den beiden prospektiven Eiern. Dieser Vorgang konnte auch im 
Leben verfolgt werden. Nach einer Interkinese (Abb. 51) findet dann 
in jedem der beiden Eier die IT. Teilung statt, an die anschlieBend wieder 
ein Kern zugrunde geht. Das scheint etwas spater zu geschehen oder 
geschehen zu kénnen als bei B. rhombus. In dem verhaltnismaBig spar- 
lichen Material wurden zweimal Halboogone mit zwei noch gleichartigen 
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Ruhekernen gefunden. Im Oogon der Aufnahme Abb. 53 sind die abor- 
tierenden Kerne schon pyknotisch geworden und liegen auf der linken- 
Seite der Eizellen im Plasma. Danach -— und hier besteht ein zweiter | 
betrichtlicher Unterschied gegen B. rhombus — 6ffnet sich das Oogon, 
und die Eioberflichen werden frei exponiert (Abb. 52). Auf welche Art 
dieses Offnen erfolgt, ist 
unbekannt. Bei B. mobi- 
liensis (v. Stoscu, 1954) 
zerfallt die die Schalever- 
bindende ,,Qogonmem- 
bran‘ ohne mechanische 
Mitwirkung der Proto- 
plasten, wahrend bei 
Lithodesmium(unveroff.) 
die Plasmen nach der Zy- 
tokinese schwellen und 
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Abb. 50. Oogon von B. granulata in Metaphase der 1. Teilung. Nur einige der Gemini sind darge- 
stellt. Auch hier ist eine ,,Oogonmembran** vorhanden, die bei Priiparation teilweise zerst6rt wurde. 


Abb. 51. Oogon von B. granulata in Interphase. Die untere Valva war im Priparat zertriimmert. 


Abb. 52. Halboogon von B. granulata mit reifem Bi, pyknotischer Kern am Bikern. 


die Mutterzelle osmotisch aufdriicken. Die Serie von Lebendbeob- 
achtungen, aus der Abb. 53 stammt, spricht mehr fiir die zweite Methode, 
da die Protoplasten sich nach der Teilung nicht wie bei B. mobiliensis 
in ihre Schalen zuriickzogen, sondern gegeneinander driickten. Da aber 
das Offnen der Schalen wegen ungitnstiger Nebenwirkungen der Beob- 
achtung unterblieb, kann die Schwellung der Plasmen auch pathologisch 
gewesen sein. 
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Auch hier ist der Eikern selbst chromatinarm, aber im Gegensatz zu 
dem von B. rhombus verhiltnismaBig klein. Der Nucleolus tritt stark 
hervor (Abb. 54a). Ein Ei mit dem minnlichen Kern im Plasma wurde 
beobachtet sowie einige Kernverschmelzungsbilder, von denen eines in 
Abb. 54b photographiert ist. Junge Auxosporen wurden in den Pra- 
paraten gefunden und auch im Leben gesehen. Sie unterscheiden sich 
nicht wesentlich von denen der B. mobiliensis, die BERGON (1907) vor- 
zuglich dargestellt hat. Sie sind hier nicht wiedergegeben. Doch sei 


Abb. 53. Abb. 54. 


Abb. 53. Reifes Oogon von B. granulata lebend, aber noch ungedffnet. Die hellen Flecke an der 
linken Seite der Hier sind die pyknotischen Kerne. Der untere Hikern sichtbar, die Lage des oberen 
ist aus dem Verlauf der Plasmalamellen abzuschiitzen (290 fach). 


Abb. 54. B. granulata. a Bikern mit Nucleolus, rechts pyknotischer Kern. 6 Hikern mit Nucleolus 
(vechts) und dem in Verschmelzung begriffenen Spermachromatin (links) (510fach). 


bemerkt, da eine Erstlingsschale, die in den Praparaten vorliegt, da- 
durch auffiallt, daB der normale Besatz der Valva mit Warzen hier zu 
einem Fell aus zarten Borsten verlangert ist. 


Besprechung der Ergebnisse 


Es ist noch notwendig, an einigen Stellen den vergleichenden Gesichts- 
punkt herauszuarbeiten. Fiir die minnliche Entwicklung trennt man 
dazu zweckmafig die Entstehung der diploiden Spermatogonien von 
den Ereignissen der Meiosis. 

Den zweifellos primitivsten Fall einer Spermatogonienbildung hat 
GerriEr (1952) kiirzlich fiir Cyclotella beschrieben. Hier wird eine von 
der vegetativen Zelle morphologisch nicht unterscheidbare Bildung direkt 
zum Spermatogon, in dem darauf die Meiosis abliuft. Aber schon bei 
Melosira varians (und anderen Melosiren) entstehen die ménnlichen 
Gonotokonten aus der vegetativen Zelle nach einer, zwei oder mehr 
Wellen von Vermehrungsteilungen, die differenzierend wirken. Aus ihnen 
gehen etwas vereinfachte und kleinere Spermatogonien hervor, welche 
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aber noch volle Individualitat besitzen und den vegetativen Zellen im. 
Wandbau ahnlich sind. Die Riickbildung wird bei den hier beschriebenen | 
Formen weitergetrieben, auch die Individualisierung der Zellen geht 
verloren. Sie bleiben bis unmittelbar vor den meiotischen Teilungen in 
der Mutterschale eingeschlossen und werden damit zu einem Organ der 
Mutterzelle. Zellmechanisch diirfte es sich um progressiv wirksamer 
werdende Verkiirzungen der Interkinesen zwischen den Teilungen, in 
denen noch Wachstum stattfinden kénnte, handeln; vielleicht auch um 
gleichlaufende Unterdriickung der Plastidentatigkeit. Parallel geht eine 
Vereinfachung im Bau der Hiillen. Die éuBere Formbildung der Sper- 
matogonmembranen beschrankt sich auf das notwendigste und auch eine 
Strukturierung ist lichtoptisch nicht mehr nachzuweisen. Wahrschein- 
lich sind sie nur schwach verkieselt. B. granulata mit bis zu acht Sper- 
matogonen je Mutterzelle stellt auch im Bau der Membranen die in 
dieser Richtung am weitesten gefiihrte Entwicklung unter den hier be- 
schriebenen Arten dar, indem selbst der Schachtelbau nur mehr sym- 
bolisiert wird. 

Die Plankton- Biddulphien dagegen (v. Sroscu, 1954a) sind auf diesem 
Wege, Vermehrung und Vereinfachung der Spermatogone, noch weiter 
geschritten. Daf auBerlich einander so aihnliche Formen wie etwa B. 
mobiliensis und B. granulata sich an dieser Stelle ganz verschieden ver- 
halten, kann méglicherweise unter Beriicksichtigung der Lebensweise 
verstanden werden, was bei spaterer Gelegenheit naher ausgeftihrt 
werden soll. 

Das Ergebnis der Spermatogenese im engeren Sinne ist bei den beiden 
hier beschriebenen Biddulphien das gleiche wie bei Melosira. Es ent- 
stehen im Verlauf der Meiosis vier ungefirbte Spermien, wihrend die 
Hauptmenge des Plasmas und alle Plastiden zuriickbleiben. Die letzteren 
werden schon in der Einleitung zu diesen Vorgiingen offenbar nicht 
weiter vermehrt und spiter nach GréBe und Farbstoffgehalt weitgehend 
zuriickgebildet. Das findet iibrigens auch bei den Arten statt, die, wie 
Biddulphia mobiliensis, die Plastiden bei der Spermatogenese nicht 
ausschlieBen. 

Der Ablauf der Spermatogenese tiber das Karyologische hinaus wird 
hier zum erstenmal fiir eine zentrische Diatomee durch die Lebend- 
beobachtungen an B. granulata wiedergegeben. Sie weicht von der von 
Melosira varians — der frither nach dem Studium von Dauerpriiparaten 
vermutete Hergang hat sich inzwischen fiir M.moniliformis Greville 
(= M. Borret Agardh) bestatigt, lediglich der Zeitpunkt der Entstehung 
der GeiBeln, der offen geblieben war, mufte noch festgelegt werden — 
darin ab, daB schon nach der ersten Teilung eine Cytokinese erfolgt. 
Die zweite Teilung fiihrt dann wie bei Melosira die Trennung der Sper- 
mienkerne vom Restplasma herbei, wobei im hier geschilderten Fall 
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aturgemif zwei Plasmarestkérper je Spermatogon iibrig bleiben, 
wenn man von der Entstehung von Plasmaknospen (siehe oben) einmal 
absieht. Bei B. rhombus bleibt der Hergang im einzelnen noch festzu- 
legen. Die augenblicklich verfiigbaren Daten sprechen mehr fir ein 
Verhalten wie bei Melosira, bei der auf die erste Teilung keine Plasmo- 
tomie folgt. B. granulata und Melosira gemeinsam ist auch der Zeitpunkt 
und der Modus der Geifelentstehung — fiir Melosira muB die Schilderung 
wieder nachgetragen werden. Die GeiBeln erscheinen in der spiiten Inter- 
kinese als gepaarte kurze und in der Nahe des Kerns inserierte Stiimpfe, 
die rasch auswachsen, und deren Basalkérner in irgendeiner Beziehung 
za den Zentren der zweiten Teilung stehen miissen, da sie sich nun bald 
‘trennen und an die Pole der Spindelfigur riicken. Die Spermien sind dann 
eingeiBelig. Es soll angedeutet werden, da sich die anderen bis jetzt 
daraufhin untersuchten Formen in den Eigenschaften, Zeitpunkt der 
Entstehung und Zahl der Gei®eln gleichartig verhalten, auch wenn sie 
in der Entstehung der Spermien abweichen. B. rhombus, die karyologisch 
besser bekannt ist, unterscheidet sich von Melosira und von Cyclotella 
(GEITLER, 1952) durch den Zustand des Spermachromatins, das dort 
erobnetzig, hier aber vollig kompakt geballt ist, wie bei vielen héher 
entwickelten Spermien des Tier- und Pflanzenreichs. Eine von der Kugel- 
gestalt abweichende Eigenform ist ihm jedoch nicht aufgeprigt. Bei 
Actinocyclus Ehrenbergii ist aber auch das in ausgesprochenem Mafe der 
Fall (unveréffentlicht). 

Die Spermatogenese der hier untersuchten Form ist, um auf eine Frage- 
stellung der Einleitung zuriickzukommen, immer noch merogen und da- 
mit unadhnlich der hologenen Mikrosporenentstehung der Plankton- 
diatomeen, doch hat GrITLER 1952 fiir Cyclotella als erster eine hologene 
Spermatogenese beschrieben, und 1954a wurden kurz, die vorziiglichen 
alteren Schilderungen BERGONs erganzend, die hologenen Vorgange bei 
B. mobiliensis dargestellt. In einer spaiteren Arbeit soll das vertieft werden. 

Wir sind es gewohnt, die Oogamie in vergleichbaren Fallen gegentiber 
einer Isogamie als abgeleitet anzusehen. Die Einschraénkung verbietet 
es, diesen Satz — um ein naheliegendes Beispiel zu nennen — auf das 
Verhialtnis der zentrischen zu den pennaten Diatomeen anzuwenden. 
Innerhalb der Centrales aber wiirde er bedeuten, dafi bei urspriinglichen 
Formen im weiblichen Geschlecht wie in der Spermatogenese vier Game- 
ten aus der Reduktionsteilung hervorgegangen sein miissen. Die Arten, 
die nur ein Ei aus dem Oogon — analog zu den Tieren — produzieren. 
wie Melosira und Cyclotella, wiren also als am weitesten fortentwickelt 
und solehe mit mehr Eiern als primitiv zu betrachten. Unter diesen 
Voraussetzungen stellt von den bisher untersuchten Centrales der durch 
B. granulata (und die Planktonbiddulphien) reprasentierte Entwicklungs- 
typus den urtiimlichsten dar. Hier ist die erste meiotische Teilung von 


Archiv f. Mikrobiologie, Bd. 23. 25 


360 H. A. von Svroscu: 


ee ee 


einer Zytokinese begleitet, die die beiden Eiplasmen sondert, in diesen 
findet dann die zweite Teilung, allerdings nach einem relativ fortschritt- - 
lichen Typus, nimlich ohne Zytokinese und unter Zugrundegehen des; 
einen Tochterkerns im Plasma statt. Ganz so spielen sich auch die Dinge : 
bei der Entstehung der Isogameten vom Normaltyp der pennaten Dia- 
tomeen ab. DaB® andere und wohl urspriinglichere Methoden, den Kern | 
auszuschlieBen, moglich sind, zeigt sehr schén das Beispiel von B.. 
rhombus, die gleichzeitig in iiberzeugender Weise den Ubergang vom | 
zweieiigen zum eineiigen Oogon durch Polarisierung des Cytoplasmas und | 
Inaqualwerden der ersten meiotischen Teilung illustriert. Durch Ver- 
schiebung des Kerns in die Nahe eines der hypovalvaren Horner und. 
wahrscheinlich — hier fehlen Lebendbeobachtungen, aber in anderen 
Fallen inaqualer Mitosen geschieht das bei Diatomeen (s. z. B. RreTH, 
1953) — der Plastiden im gegenlaufigen Sinne wird der eine Tochterkern 
in plastidenfreies Plasma verlagert und damit in seiner Weiterentwicklung 
begrenzt. Wie weit, das haingt von der Menge und auch vielleicht der 
Qualitit (Plastiden?) des zur Verfiigung stehenden Substrats ab. Immer 
jedoch bleibt die dem einen Ei von B. granulata entsprechende Zelle 
funktionslos und geht zugrunde, wahrend die zweite sich wie bei dieser 
weiterentwickelt. Damit ist der eineiige Zustand erreicht. Ob der Normal- 
typ der Eibildung der Centrales, wie es bei M. varians und Cyclotella 
und wohl der Mehrzahl der Formen reprasentiert ist, iiber ahnliche Vor- 
giinge entstanden ist, oder ob sie von vornherein einem anderen Bildungs- 
modus folgten, ist vorliufig nicht zu iibersehen. Zellmechanisch laiuft 
die Frage darauf hinaus, ob die inaiquale Zellteilung als geeignete Vor- 
bereitung fiir eine Entkopplung von Mitose und Zytokinese anzusehen 
sei. Dabei miiBte dann auBerdem eine zellphysiologische Automatik fir 
die Beseitigung des tiberzahligen Kerns bereitgestellt werden, die aber 
bei B. rhombus, wenigstens im Prinzip — in der zweiten Teilung wird 
sie wirksam — vorhanden ist. Doch méchte ich auch diese Frage hier 
noch nicht weiter diskutieren. Formal laBt sich jedenfalls der B. rhombus- 
Typ der Kientwicklung als in dem erwiihnten Sinne intermediir ansehen. 
Ks kann sich ja ohnehin nur innerhalb der Biddulphiaceen um eine reale 
Progression handeln, nicht aber bei Vergleichen zwischen diesen und 
Coscinodiscaceen. Hier kann ein solches Fortschreiten nur im typo- 
logischen Sinne gemeint sein. 

Das Verhalten der reifen Eizellen der bisher daraufhin untersuchten 
Centrales variiert stark. Bei Cyclotella treten sie sehr friihzeitig aus, sind 
also bis auf die noch aufen anhiingenden Schalen nackt. Sehr groB ist 
auch die frei exponierte Fliche der Eier von B. granulata, die in den 
Halboogonen angeheftet bleiben. Bei Melosira varians waren die Ei- 
zellen eingeschlossen und nur durch den schmalen, ringformigen Spalt 
zwischen den Riindern der beiden Theken zuganglich, in dem wahr- 
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cheinlich die nackte Plasmaoberfliche mit dem AuBenmedium kom- 
uniziert. Vollig getrennt von der Aufenwelt sind die Eiplasmen von 
». rhombus und Cerataulus Smithii. Hier bleiben die Giirtelbander der 
useinanderweichenden Schalen durch eine — wohl verkieselte — Pectin- 
embran verbunden, die von den Spermien durchbrochen werden muB. 
ie wird auch von B. granulata ausgeschieden, dann aber beim Offnen 
es Oogons zerrissen oder aufgelést. 

Kine Beziehung zwischen dem endgiiltigen Bau des Oogons und dem 
eitpunkt — gemessen an den Entwicklungsvorgangen im Ei — der 
mpfaingnisfihigkeit scheint dagegen nicht oder nicht allgemein zu 
estehen. Zwar kénnte man die friihe Spermatisierung des Eies von 
yclotella mit der Friihzeitigkeit und dem AusmaB der BloBlegung seiner 
berflache in Zusammenhang bringen, doch betont GEITLER ausdriick- 
ich, da® die friithesten Stadien (mittlere Diakinese) nach dem Offnen 
des Oogons unbefruchtet sind und erst in der spiten Diakinese das Ein- 
dringen des Spermakerns und danach die Ausscheidung des Perizoniums 
als Befruchtungsmembran beginnt. Es ist anscheinend eine Reifung des 
Plasmas notwendig, und die Befruchtungsfihigkeit wird nicht mechanisch, 
sondern durch zellphysiologische Vorgiinge freigegeben. Bei Melosira 
scheint der Zustand der Plasmareifung schon erreicht zu sein, wenn die 
mechanischen Vorbedingungen fiir das Eindringen der Spermien, in der 
Interkinese ctwa, gegeben sind. Auch bei B. granulata (und analog 
B. mobiliensis) fallen Befruchtungsfahigkeit und Offnen des Oogons an- 
scheinend zusammen, allerdings ist hier das Ei nach zytologischen 
Kriterien reif. Wenn die Dinge so liegen, wie sie oben dargestellt wurden, 
ist bei B. rhombus nicht die Mechanik, sondern die Physiologie des Kies 
der begrenzende Faktor fiir die Spermien. Méglich ware es natirlich, 
daB in Wirklichkeit in der Oogonmembran Offnungen hergestellt werden, 
die die direkte Verschmelzung der Plasmaoberfliche von Ei und Sper- 
mium erméglichen. Dann ware in unserer Abb. 32 ein Irrliufer gezeigt, 
der statt mit einem ,,Empfangnisfleck‘‘ mit der fiir ihn undurchdring- 
lichen Oogonmembran reagiert hatte. Wenn das so ist — dariiber 
kénnen endgiiltig nur genaue Untersuchungen lebender Oogonien Sicher- 
heit geben —, dann kénnte auch hier die Empfingnisfahigkeit mechanisch 
mit der Entstehung der hypothetischen Offnungen in der Oogonmembran 
zustandekommen. Wird dagegen die Oogonmembran durchbrochen — 
und die Verhiltnisse der Abb. 32 legen das wohl nahe — so miissen die 
Reifungsvorgiinge des Plasmas — welche durchaus die Membran mit- 
verandern kénnten — den Eintritt der Empfangnisfahigkeit bestimmen, 
denn die Oogonmembran ist schon friih in der Eientwicklung, vom 
Beginn der Teilungen an, vorhanden, und Befruchtungen finden sich 
erst nach deren vollstandiger Beendigung. Friiher werden Kerne weder 


im Plasma noch — und das ist das Hauptargument der hier vertretenen 
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Anschauung — auf der Oogonmembran beobachtet. Daraus méchte ich 
schlieBen, dafi vorher der Anlockungsmechanismus nicht funk; 
tioniert, und der ist ein physiologischer Faktor. 

Leider erméglichte unser sonst reiches Material es nicht, die Auxo 
sporenbildung ganz bis zum Ende zu studieren. Das ware von groBem 
Interesse gewesen, da GEITLER (1953) seine friiheren Beobachtungen am 
pennaten Diatomeen dahin vervollstindigte, daB bei der Fertigstellung; 
der Auxosporen (zunichst einer Pennaten) zwei metagame Mitosen miti 
folgender Pyknose je eines Tochterkerns ablaufen. Sie scheinen die Folge 
einer den Diatomeen eigentiimlichen obligaten Kopplung der Schalen. 
bildung mit einer Mitose zu sein und entsprechen der Anlegung erst der 
einen und dann der anderen Erstlingsschale innerhalb des Perizoniums: 
Kine dieser Teilungen fand GrrrLER (1952) auch bei Cyclotella als zen- 
trischer Art. Immerhin wurden bei B. rhombus starke Anzeichen dafiir' 
gefunden, da®B die erste Schale in Zusammenhang mit einer Mitose ge- 
bildet wird. In den — nicht zahlreichen — Fiillen, in denen die Erstlings- 
schalen in unserem Material vorhanden sind, tritt auch ein pyknotischer 
Kern auf, und bei Cerataulus wurde eine noch unbeschalte Auxospore in! 
Prophase gesehen. Danach scheinen die metagamen Mitosen auch bei 
den Biddulphiaceen durchgefiihrt zu werden. Leider habe ich meine: 
alten Melosira-Praparate, die sie enthalten miiBten, noch nicht darauf 
durchsehen kénnen. Die Gleichheit der Vorginge bei zentrischen und: 
pennaten Diatomeen ist ein schéner Hinweis auf einen relativ nahen 
verwandtschaftlichen Zusammenhang, an dem man bei der Verschieden- 
heit der Sexualvorginge manchmal zweifeln méchte. 

Die Geschlechtsbestimmung ist bei Biddulphia rhombus sehr wahr- 
scheinlich in der gleichen Form diplophiinotypisch wie das friiher fiir 
Melosira varians angegeben wurde. Und in unseren Kulturen von zen- 
trischen Diatomeen des Meeres wurde noch keine Art gefunden, die sich 
mit Sicherheit, soweit itiberhaupt Sexualitat in Erscheinung tritt (etwa 
16 Arten), anders verhalten hitte. Auch die Verteilung der Geschlechter 
auf den ZellgréBenbereich der Art ist bei B. rhombus von sehr ahnlichem 
Charakter wie bei Melosira (Abb. 4). An B. granulata liegen nur ver- 
haltnismabig wenige Messungen vor, die aber fiir den gleichen Zusammen- 
hang sprechen. In eben dem Sinne lassen sich die Zahlen BERGONS (1907) 
fir B. mobiliensis verstehen. Dieser gibt eine Anzahl von Messungen — 
allerdings noch keine Statistik — der Breiten mannlicher und weiblicher 
Zellen sowie von Auxosporen. Dabei liegt die untere Grenze fiir die 
Mannchen bei 40 1, die obere ist 81 ; die untere fiir Auxosporenmutter- 
zellen 55 «4 und 95 u die obere fiir diese. Diese Zahlen deuten auf dep 
gleichen Charakter der Beziehung von Zellgr68e und Geschlecht, wie er 
bei unseren Objekten zu beobachten ist. Die kleinsten Zellen kénnen 
nur mannlich, die gréBeren mannlich und weiblich und die groBten noch 
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exualisierbaren nur noch weiblich werden. Alle bisher bekannten Werte 
ind in Abb. 55 in Prozenten der Breite der gréBten Auxospore darge- 
tellt. ZweckmaRiger wire der Mittelwert fiir die Auxosporen gewahlt 
orden, doch war das nicht fiir alle Formen méglich. Die Gleichartigkeit 
les Verhaltens kommt in den Abbildungen recht gut zum Ausdruck. 
Die kleinsten Zellen tberhaupt messen also 15—20°% der Maximalhohe, 
sie kOnnen noch mannlich werden. Der Schwerpunkt der zwittrigen 
Phase liegt etwa bei 30% und die obere Grenze fiir die weibliche Phase 
wischen etwa 37 und 47% der maxi- 

malen Zellgr6Be. Diese Zahlen sind 9 ; 
allerdings nicht so zu verstehen, aa 
daf die angegebenen Grenzen Kon- ETE 


stanten fiir die betreffenden Arten Biddulphia rhombus 166 


darstellen. Sie gelten nur fir das Biddulohia mobiliensis 234. 


jeweils verfiigbare, unter den be- : 
4 é Navicula serminulun 78 
stehenden Bedingungen fertil gewor- 
Gomphonemaparvulum ¥OK 


dene Material und kénnen zweifellos 

] { ! ae a 1 ! 

durch extreme AuBenfaktoren ver- ;—q-w-H HW a 
schoben werden. Auch ist nicht ge- % der marimalen Zelibreite—— 

sagt, daB die vier Arten schon das Abb. 55. Geschlecht und GréBe der Zellen 


= zentrischer und Fertilitaitsbereich pennater 
Verhalten der Centrales reprasen- Diatomeen. Eingetragen sind die Gametangien- 
tieren. 


ssh 


Q 


breiten der Arten in Prozent der Maximal- 
Diese Einschra nkung ardent. groBe, die durch die gréBte gemessene Auxo- 
wendig, da einmal GrIrLers Messun- 
gen an Cyclotella keine sehr wesent- 
lichen Unterschiede zwischen den 
Grenzwerten fir Spermatogonien 
und Oogonien aufzeigen. Bei den 
letzteren liegt die untere Grenze nur 
etwas hoher als bei den ersteren, doch 


spore reprisentiert und am rechten Ende der 
Abszisse in ihrem absoluten Wert vermerkt 
ist. Die Abszissenlinie stellt den GesamtgroBen- 
bereich der Art dar, die Rechtecke tiber ihr 
den Bereich der minnlichen Zellen, die unter 
ihr den der weiblichen Zellen. Bei den pennaten 
Diatomeen, wo morphologische Geschlechts- 
differenzierung fehlt, werden die Rechtecke, 
die den Bereich der Gametangien bildenden 
Zellen angegeben, von der Abszissenlinie hal- 
biert. .B. mobiliensis nach BERGON (1907). 
Werte fiir die beiden Pennaten-Arten nach 


fallen die Mittelwerte fiir beide Zell- GEITLER (1932). 


arten deutlicher auseinander. An- 
dererseits findet sich bei zwei in Kultur befindlichen Arten — im Gegensatz 
zu anderen — aus verschiedenen Verwandtschaftskreisen, Lithodesmaum 
und Stephanopyzis, kein merkliches Nachlassen der Oogonbildung bei 
Erreichung der unteren Grenze des GréBenbereichs fiir die vegetative 
Vermehrung, was allerdings noch nicht durch zahlenmaBige Angaben 
belegt werden kann und daher nur den Charakter einer vorlaufigen Mit- 
teilung hat. ; 
In Abb. 55 sind zu unterst auch die von GEITLER in seiner eroBen 
Monographie (1932) erarbeiteten und klargestellten Zusammenhinge 
zwischen ZellgréBe und Fahigkeit zur Gametenbildung bei pennaten 
Diatomeen in der gleichen Form fiir zwei Arten angegeben. Auf die 
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Ahnlichkeit des Verhaltens der Gametangien dieser Formen mit d 
Oogonien der Centrales in biometrischer Hinsicht sei hier nur hingewiesen. 
Sie wird vielleicht bei der Diskussion der phylogenetischen Beziehungel 
der Sexualzellen von pennaten und zentrischen Diatomeen einmal ein 
Rolle spielen kénnen. 


Summary. 


After remarks about some ecologic traits of the “Centric Botto1 
Diatoms’’, the most important of which is the triggering off of sexual 
reproduction by transfer of the cells to a planctonic state, the techniques: 
for cytological and in vivo investigation are related. 

Determination of sex in Biddulphia rhombus is diplophenotypic. Thet 
distribution of sexes over the range of cell sizes of this and other species: 
follows a rule established earlier for Melosira varians. Only cells with: 
about one half or less of maximal size (length of apical axis) are able to: 
become sexualized. In the region of one third of maximal size male as well. 
as female cells can develop, above that only females, below it only males., 
The latter may be produced by the smallest cells in existence, a fifth to: 
a seventh of maximal cell size. Pennate gametogonia behave in this: 
respect like the female cells of Centrales. 

In spermatogenesis one mother cell of Biddulphia rhombus forms 2—4, 
of Cerataulus Smithit 4 and of B. granulata (2—) 4—8 diploid spermato- 
gonia with very simplified thecae. These remain enclosed into the 
frustules of the mother-cell till late meiotic prophasis. Each spermato- 
gonium produces 4 plastideless monociliate spermiums, which possess very 
condensed nuclei. In B. granulata the plasma of the spermatogonium 
divides after the first step of meiosis. The spermiums of each half- 
spermatogonium are freed of the mass of protoplasm, including the 
plastids, by the action of the spindle of second (meiotic) mitosis. Flagella 
grow out in pairs from the interphasic half-spermatogonium, separate and 
migrate to the poles of the developing mitotic figure. 

In the case of the more primitive B. granulata two eggs per oogonium 
are formed, both letting one nucleus degenerate, the other survives as 
egg-nucleus. These 4 nuclei are the result of meiotic division, the first step 
of which is followed by cytokinesis. In B. rhombus one of both eggs in the 
oogonium degenerates as a polar body formed by an inequal division, the 
second behaves like each egg in B. granulata. O. Smithii behaves in a 
similar way. Oogonia of the first above mentioned type open after 
maturation and expose the two eggs, which remain attached to the 
interior of their respective thecae. Those of the second are closed by a 
tender membrane joining the free rims of the thecae. It must be pene- 
trated by the spermium. Fertilisation has been seen repeatedly in stained 
slides in both species of Biddulphia. It is followed by the excretion of 
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a fertilisation membrane, which later becomes inflated; the perizonium of 
the young auxospore. Formation of the first theca inside the latter seems 
to be accompanied by an metagamic mitosis (B. rhombus, C. Smithii). 


Literatur. 


Bereon, P.: Bull. Soc. bot. France 54, 327 (1907). —- Braarup, T.: Nature 
(Lond.) 148, 399 (1939). — Avh. Norske Vidensk. Akad. Oslo 1944, Nr. 10. — 
BROcKMANN, Cu.: Abh. Senckenberg. naturforsch. Ges. Nr. 478 (1935). — Gert- 
LER, L.: Arch. Protistenkde. 78, 1 (1932). — Osterr. bot. Z. 98, 292 (1951); 99, 
506 (1952). — Ber. dtsch. bot. Ges. 66, 221 (1953). — Gran, H. H.: Rap. Norv. 
Mar. Fish. Invest. 2, Nr. 5 (1902). — Grontvep, J.: Medd. Kom. Danm. Fisk. 
Havunderssogels. Ser. Plankton 5, Nr. 2 (1949). — Horxer, J.: Ann. Protozool. 
1, 167 (1928). — Karsten, G.: Bacillariophyten. In A. ENGLER: Die natiirlichen 
Pflanzenfamilien 2. Leipzig 1928. — Maszxp, M. A.: Current Sci. 3, 326 (1935). — 
Meunier, A.: Mem. Mus. Roy. Hist. Nat. Belg. 7—8 (1913—19).— PrrsrpsxI, B. M.: 
The development of auxospores in the group of the Centricae. Moskau 1929. — 
Beih. Bot. Zbl. Abt. A 53, 122 (1935). — Rimru, A.: Flora (Jena) 140, 205 (1953). 
— Scumipt, P.: Internat. Rev. d. Hydrobiol. 11, 114 (1923). — Flora (Jena) 128, 
235 (1933). — v. Sroson, H. A.: Arch. Mikrobiol. 16, 101 (1951a). — Naturwissen- 
schaften 38, 191 (1951b). — Ziichter 22, 269 (1952). — VIII. Congr. Int. Bot., 
Rap. Com. Sect. 17, 58 (1954a). — Protoplasma (Wien) 44, 365 (1954). 


Archiv fiir Mikrobiologie, Bd. 23, 8. 366—375 (1956). 


(From the Institute of Microbiology at the Royal Agricultural College of Sweden, 
Uppsala 7, Sweden). 


Silage Studies. I. 
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Several factors influence the fermentation processes that transform 
green forage into silage. The aim of the present paper is to study the in- 
fluence of temperature. 

There are different opinions on the temperature that is most suitable 
in silage in order to promote desirable fermentations and suppress harm- 
ful ones. The main reason for this must be that different materials have 
been used in the experiments or that the experimental conditions have 
not been uniform in other respects either. 

The hot fermentation method, in which the temperature of the ensiled 
plant material is allowed to rise to 60° C shortly after ensiling by the 
influence of aerobic fermentation, is recommended by many authors 
although it invariably involves great losses, above all of carbohydrates, 
and also lowers the digestibility of the proteins. 

In the cold fermentation method one tries to prevent a rise of the tem- 
perature in the ensiled fodder as far as possible and to ensure low storing 
temperature. Wo6.irTz (1925) recommends a fodder temperature of 
15—20° C in order to produce best quality silage. 

Watson and Smirx (1951), speaking of the role of temperature in 
silage, say that the safest way to ensure a good silage is to fill the silo in 
such a way that the temperature of the fodder mass is kept at 30—40° C. 
SHEPHERD, GORDON and CAMPBELL (1953) arrive at a similar conclusion 
in american experiments. 


* These studies are still in progress. We are indebted to the Swedish Foundation: 
‘“Fonden fér friamjande av forsknings- och férséksverksamheten pa jordbrukets 
omrade” for generous financial support. We wish to thank Dr. G. KouLEr, Head 
of the Analysis Laboratory, for the chemical analyses on silage samples. Our thanks 
are also due to Mr. B. Erstranp, Agr. stud. M. Potadr and Miss F. WAGENBERG 
who have assisted in the work. 
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Methods. 


Our experiments comprised silage of fresh clover-grass mixture, harvested in the 
pre-flowering period, chopped and ensiled in similar silos and kept under ex- 
perimental conditions similar except for the temperature, which varied between 2° 
and 37° C. The experiment included three series, in which the forage had the fol- 
lowing composition. 


eee 


Dry Set nae} N-free extr. Plant 
Composition of ensiled material matter |-Tobeins)\" Fat | Substances % fibre a 
ewe sve % Sugar | Total % % 
ee er ee a ea a al I a A ls 
Series I | | | | | 
ma, clover + 25% grass | 17.7 | 2.97 | 0.61 | — | 8.41 |. 3.58 | 2.18 
Series II | | 
85% clover + 15% grass | 26.0 4.99 | 0.78 | 1.85 |14.8 4.39 | 1.69 
Series III | | 
85% clover + 15% grass | 13.9 | 2.82 | 0.72 | 0.83 | 5.75 | 2.89 | 1.72 


The forage was stored in cylindrical small scale silos of stainless steel of 26 cm. 
diameter and 76 cm. height, holding 12—15 kg. of fresh green forage according to 
the dry matter content of the fodder. A flat perforated disc of stainless steel was 
placed on the slightly convex bottom and the effluent was collected in the free space 
thus formed. The green forage was covered with a disc of stainless steel, on which 
iron weights were placed to compress the forage and expell the air. The load was 
16.8 kg., corresponding to about 300 kg./m?. 

The temperature was regulated by placing the silos in constant temperature 
chambers between 2° and 37°C. The temperature in the various series are shown in 
the tables and figures. The temperature of the silage was checked with mercury 
thermometers inserted from the surface through holes in the iron weight and the 
steel disc. Immediately after the ensiling the temperature was 21—23° C in all the 
silos. According to the varying temperature of the constant chambers the following 
maximum temperature differences were measured in the silage: after 24 hours 
16—25° C., after 2 days 10—30° C., after 3 days 8—34° C., after 4 days 6—37° C., 
after 7 days 2—37° C. When the temperature of the silage had reached that of the 
constant chambers, it kept constant. 

The fermentation process was followed by means of analysis of samples from the 
silage at various times and also by continuous analysis of the effluent. In order not 
to disturb the anaerobic system several silos containing the same material were 
used and kept under the same experimental conditions. Samples from parallels with 
the same temperature were taken at specified time intervals and analysed. 

Analysis of the effluent from the bottom of the silo enables taking of samples 
without disturbing the silage. Since the amount of effluent is comparatively large, 
if the ensiled material is not too dry, continuous analysis during a long period can 
be performed even from experimental silos of small size. With this method itis possible 
to follow biochemical changes continuously during the fermentation process. Itshould 
be noted, however, that the changes observed in the effluent cannot be regarded as 
reflecting perfectly the changes in the silage itself. Nevertheless, the evaluation of 
the results of these experiments indicates that there may be a significant parallel 
between the changes in the effluent and the silage mass. Analysis of the effluent may 
thus give valuable information on the pa and the production of easily diffusible 
substances such as lactic acid, ammonia, etc. 


. 
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In series I continuous analysis of the effluent, which was drawn every 
day, was performed during the first 36 days. At the end of the experiment, 
after 18 weeks, analyses were made of samples from the silage as well as 
of press juice from the silage (Table 1, Fig. 1—8). : 

In series II silage analyses were made after 1, 2, 4 and 10 weeks of 
samples from parallels with the same temperature. No effluent could be 
collected in this series (Table 2). 
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In series III the effluent was analysed continuously for 36 days and 
also after 8, 16 and 24 weeks. Silage analyses were made on parallels 
with the same temperature after 1, 2, 4, 8, 16 and 24 weeks (Table 3, 
Fig. 4—8). 

Results and discussion. 


Biological silage-making involves a complicated fermentation process, 
resulting mainly in lactic acid production, which preserves the fodder by 
its microbicide and py-lowering effect (cf. RtpPEL-BALDEs, 1952, Baum- 
GARTNER, 1949). The lactic acid is formed mainly by lactobacilli, which 
are generally present on the green forage in sufficient quantity. But the 
forage also contains a large number of harmful microorganisms, the 
action of which must be prevented. 

By preventing the admission of air, the silage is protected from the 
attack of microorganisms that grow only in a strongly aerobic environ- 
ment (mould, yeast, etc.). It is more difficult to prevent the development 
of butyric acid-producing and of putrefactive bacteria, which grow in 
anaerobic or weakly aerobic environment, as do the lactobacilli. It is 
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necessary to give the lactobacilli the best possible conditions for lactic 
acid production which suppress such microorganisms which impair the 
quality of the silage. 

In our experiments the formation of lactic acid took place rapidly, 
somewhat faster at the higher than at the lower temperatures. The major 
part of the acid was thus formed already during the first week (Tables 2, 3, 
Fig. 4). Simultaneously with the production of lactic acid the pg-value 
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total N content of the effluent during the first lactic acid content of the effluent during the 
36 days. Series I. first 36 days. Series IIT. 


fell, in series [ and ITI with moist silage material, to pq 4.5 or somewhat 
lower (Tables 1, 3, Fig. 1, 5). In series II with comparatively dry silage 
material the pq value decreased insignificantly. Here the lactic acid was 
probably bound to various components from the green fodder into 
lactate (Table 2). 


In lactic acid fermentation the lactobacilli utilize mainly sugar, and 
therefore the sugar content of the fodder is lowered simultaneously with 
the production of lactic acid (Tables 2, 3, Fig. 6). However, some of the 
lactic acid and rest sugar get lost with the effluent, the amount of which 
is rather considerable during the first two weeks especially at higher 
temperature. We used the anthrone method for determining the sugar 
content of the effluent, therefore these data include, besides pure sugar, 
small amounts of other soluble carbohydrates also. 

During the rapid fermentation, particularly during the first period 
after the ensiling of the green forage, the proteins of the fodder are also 
broken down and the ammonia-nitrogen content increases in the silage 
as well as in the effluent (Table 2, 3, Fig. 2, 7). In the effluent the total-N 
content is also increased, consisting, besides NH,-N, of water soluble sub- 
stances, amino acids, peptides, etc. (Fig. 3, 8). 
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When the sugar has been used up, the ammonia production increases 
strongly, which makes the py-value rise (Tables 2, 3, Fig. 1, 2, 5, 6, 7). 
High px and insufficient lactic acid content in the silage provides a_ 
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favourable environment for 
several undesirable bacteria, 
e.g. bacteria that produce vo- 
latile fatty acids or indole and 
skatole. As these bacteria can 
utilize lactic acid as a source 
of energy, the lactic acid 
content is always low when 
the content of butyric acid 
and other higher volatile 
acids is high (Tables 1, 2, 3). 


Silage kept at high tem- 
peratures gave bad quality in 
all the series; the result was 
good at temperatures below 
20° C. In determination of 
the silage quality the per- 
centage of ammonia N/total 
’N and the butyric acid con- 
tent are good indicators. Low 
values of these two factors 
indicate good quality, high 
values bad quality. In our 
experiments the quality was 
determined on the basis of 
these factors and divided 
into five groups according 
to the table given below. The 
two factors are not always 
parallel. In estimating the 
quality, the higher value, 
whether of butyric acid or of 
% NH,-N of total N, was 
regarded as decisive. 


% NH,-N 


of total N Geaiity, 


Butyric acid 


0 —12.5} 0 —0.10|very good 
12.6--15.0| 0.11 —0.20 |good 
15.1—17.5 | 0.21—0.30 |medium 
17.5—20.0 | 0.81—0.40 |bad : 
> 20.1] | 


> 0.40|very bad 


Table 1. Effect of temperature. Analyses on silage and effluent after 18 weeks. Series I 
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32° C is the optimum temperature for the lactobacilli of the plantarum 
type. A large number of undesirable bacteria, such as proteolytic bacteria 
and butyric acid-producing bacteria, also develop well at this temperature, 
although their optimum temperature is still higher. Because of the strong 
bacterial activity at this temperature, the sugar contained in the fodder 
and also proteins break down heavily, the produced ammonia neutral- 
izing the lactic acid formed. 

As mentioned above, the silage material in our experiments was of 
high protein content with a low content of fermentable carbohydrates. 
At the high temperature the sugar content was insufficient for the produc- 
tion of adequate amounts of lactic acid tosuppressthe protein decomposers. 

In modern cattle rearing with intensive milk production it is necessary to 
provide high protein fodder, which is taken mainly from the pasture plants. 
As the sugar content of such fodder is mostly low, the preparation of silage is 
made difficult. By adding suitable carbohydrates it is, however, possible to 
a great extent to direct the fermentation processes as desired in the silage. 

At 16°C and still lower temperature the lactic acid producers have 
greater opportunities of utilizing the available nutritive substances than 
various other organisms; the butyric acid-producers in particular grow 
poorly at these temperatures. As to the experiments performed at 2° 
and 5° C it is to be noted that the lactic acid fermentation was mainly 
finished when the temperature equilibrium was reached after about 1 
week. After that the bacterial activity is low, and on the whole the 
biological processes in the silage take place slowly. 

The results seem to indicate that in silage fermentation of high-protein 
and low-sugar crop the temperature is an important factor, which greatly 
influences the quality of the silage. 


Zusammenfassung. 

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit deuten an, da laufende Bestim- 
mungen iiber den Gehalt von Milchsiure, Ammoniak- und Total-Stick- 
stoff des PreBsaftes bei Girfutterbereitung eine gute Méglichkeit bieten, den 
Girungsablauf zu verfolgen und die Qualitaét des Futters abzuschitzen. 

Die Fermentierung von Griinfutter mit hohem Proteingehalt und nied- 
rigem Zuckergehalt wird von der Temperatur stark beeinfluBt. Versuche, 
die bei Temperaturen tiber 20° C ausgefiihrt worden sind, ergaben schlechte 
Resultate; wihrend solche unter 20° C immer zufriedenstellend waren. 
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Studies on Fermentation Processes in Silage*. 
The Effect of various Carbohydrates as Supplements. 


By 
CONRAD RYDIN, RAGNAR NILSSON and LASZLO TOTH. 


With 1 figure in the text. 
(Eingegangen am 10. September 1955.) 


In biological silage making the fodder is preserved by the lactic acid 
formed in the fermentation processes. The production of lactic acid 
requires comparatively large amounts of fermentable carbohydrates in 
the ensiled material. If the content is insufficient, carbohydrates in a 
suitable form must be added. In practice several different carbohydrates 
are used for this purpose. Their value to the lactic acid fermentation is 
highly variable. 

By the use of supplements it is possible to regulate the dry matter 
content of the silage within certain limits and thus to provide the opti- 
mum moisture content for the lactic acid fermentation. The losses through 
effluent can be reduced by adding supplements with high absorption 
power. 


The addition of sugar, mostly in the form of molasses, is recommended to im- 
prove the quality of the silage. Warson and Smirx (1951) are of the opinion that 
1—2 per cent sugar is necessary to ensure the production of sufficient amounts of 
lactic acid. The higher the protein content in the ensiled fodder, the more sugar is 
required. VIRTANEN (1945) states, however, that admixture of sugar does not give 
a reliable fodder preservation effect, as the sugar does not always pass through the 
process of lactic acid fermentation, but may also be transformed into butyric acid, 
acetic acid, etc. 

In order to enhance the lactic acid fermentation the addition of ground cereal 
grains is recommended. JAR (1951) has obtained good effect by adding oat-meal to 
a mixture of clover and grass. He suggests that the starch in finely dispersed meal 
is broken down and transformed into lactic acid. According to SHEPHERD, GORDON 
and CAMPBELL (1953) the admixture of maize, oat and barley meal to grass silage 
promotes the fermentation processes, because they are utilized as nutrition sub- 
stances for the bacteria, and also because the water content of the fodder is lowered. 
ARCHIBALD, BLAISDELL, GERSTEN and KinsMAN (1954) also report good results of 


* These studies are still in progress. We are indebted to the Swedish Foundation: 
‘‘Fonden fér frimjande av forsknings- och férsédksverksamheten pa jordbrukets 
omrade”’, for generous financial support. 
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ound grains added to grass silage. They state that ground cereal grains have a dual 
ction; they furnish readily fermentable carbohydrate (starch) and lower the mois- 
ure content of the mass. Also chopped hay, oat feed, dried beet pulp, dried citrus 
ulp and citrus meal act as conditioners. 


Methods. 


In our experiments we studied the preserving effect of various carbohydrates 
used as supplements to green fodder. Their value as sources of carbohydrates for the 
lactic acid production was studied as well as their absorption power. The ensiled 
material was green fodder of low sugar content and low dry substance content. The 
experiments include three series with clover for silage, harvested in the pre- 
flowering period, chopped and stored in similar silos. The chemical composition of 
the ensiled material was as follows: 


eee | Dry Proteins Fat N-free extr. subst. | Plant fibre | Ash 
Series matter Sugar | Total 

% % % ad, ea sie ak eS 

I 16.7 | 3.26 | 0.74 | 1.46 7.70 | 2.58 | 242 

I 112 213 | 0.41 0.62 4.48 | 2.84 1.34 

I 15.2 | 3.10 | 0.60 0.72 G45 clu OSS Tue 14.68 


For the silage making we used the method we described previously (NILssoNn 
TérH and Ryprn, 1955). The temperatures as well as the supplements and the 
amounts of the latter are indicated in the tables. All the supplements were dispersed 
finely and dried, with the exception of the green malt, which was added whole and 
fresh. 

During the silage-making the effluent was drawn and weighed every day. Its 
p-value was measured daily, whereas the content of lactic acid, butyric acid and 
higher volatile acids (valeric and caproic acid) was determined every week. The 
volatile acids were determined semiquantitatively by paper chromatography. 

After 8 weeks relatively complete analyses were made on the silage itself. For the 
determination of the quality the same method of estimation was used as earlier 
(Nitsson, TorH and Ryprn, 1955). The percentage of ammonia N/total N and the 
butyric acid content were thus paid attention to in the first place. Besides these two 
indicators of the silage quality, low px and high lactic acid content generally indicate 
good silage, whereas the opposite is mostly an indication of bad silage quality. 


Results and discussion. 


The experimental results obtained are summarized in the ensuing 
graphs and tables, to which the reader is referred for detailed information. 

During the first few days the lactic acid production was high in all the 
silages, which made the px-value decrease rapidly, more rapidly at 37° C. 
and 24° GC. than at 16° C. At 16°C. and the higher temperatures with a 
rich admixture of sugar (glucose or maltose) the lactic acid content either 
increases during the whole period of silage-making, or after reaching a 
comparatively high percentage it remains unchanged. At the two higher 
temperatures without supplements or with comparatively small ad- 
mixture of sugar, the lactic acid content decreases after the first few 

26% 
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s coc oloceo co days and at the same time the 


_ content of butyric acid and 
o co olcoces o higher volatile acids increases; 


the py-value rises markedly as 
Sate large quantities of ammonia are 
: produced. 


1.9 
19 
1.4 


4.0 | 2.1 


3.9 


At 16°C. the sugar content 


4.0 
4.7 
4.1 
4.1 


0 
0 


of the silage was sufficient to 
ensure satisfactory lactic acid 


0 
0 
0 
0 
0 
0 
0 


0 
0 
0 


| production. At the higher tem- 
peratures a higher sugar content 


0 
0 
0 
0 
0 
0 
0 


2.1 
1.7 


is necessary to ensure satis- 
factory quality; the admixture 


1.4 
1.9 


l 1.7 
2.1 


of sugar gave agood preservation 
effect in these cases. If the sugar 


content of the forage is very 
high, the temperature seems to 


be of minor importance. In 


1.7|0|0| 4.2 | 2.2 


1.7|/0}]0| 4.1 
16/0)|0) 44 


series I with admixture of 3 per 
cent glucose, the lowest py and 


eT AROS RON e3.Si ees. 
1.7 | 0|0 | 4.0 | 2.0 


12/00} 4.6 
1.6 | 0] 0] 3.9 


15|0/0| 46 
| 2.0/0) 0] 39 | 25 


the largest quantities of lactic 
acid were obtained at 37° C. 


4.0 | 4.0 


The proportions of dry matter 


and of sugar and starch in the 
supplements used in the experi- 


ments are seen from the follo- 
wing table: 


Green | Beet 


4.3 | 4.3 | 4.2 | 4.1 


Barley Malt malt | pulp 
PS ea ee 
Dry matter| 90.8 91.0 |59.2 | 86.4 


§.2 | 4.5 | 4.5 | 4.5 | 4.5 | 4.5 


4.6 | 4.4 | 4.2) 42142) 41 
4.3 | 4.2 | 4.2 | 4.2 | 4.2 | 41 


5.9 | 4.3) 4.3 | 4.2) 4.2 | 4.2 | 4.2 
5.9 | 4.5 | 4.4 | 4.2 | 4.0 | 4.0 | 41 


6.1 


5.9 | 4.3 | 4.3 | 4.2 | 4.0 | 4.0 | 3.9 


5.9 | 4.5 | 4.4 | 4.3 | 4.2 | 4.2 | 4.2 
5.8 | 4.6 | 4.4 | 4.2 | 4.0] 4.0 | 3.9 


6.0'| 4.9 | 4.4 | 4.3 


Sugar . .| 2.34 3.50} 3.83] 20.2 


6.1 
5.1 


24° 
24° 
24° 


Starch --.|54.3-|51.9 (27.3 | 3.0 


24° 
24° 
24° 
24° 
24 
| 24° 


The addition of starch did not 


Cellulose 1.6% 

+ glucose 0.8% . 
Beet pulp 2.4% . 
Beet pulp 1.6% 
Beet pulp 1.6% 


promote lactic acid fermenta- 
tion. It had, rather, a negative 
effect. Thus it promoted the pro- 
duction of butyric acid as the 
butyricacid bacteria can ferment 
starch effectively, in contrast to 
Lactobacillus plantarum which is 


Barley meal 2.4% 
+ glucose 0.8% 
Barley green malt 


+ cellulose 0.8%. . 
Barley malt meal 
3% 


3.2% 
| Barley meal 3% 


TL| + glucose 0.8% . 


IIL} Barley malt meal 3% | 24° 


generally considered as respon- 
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somewhat. Its absorption power 
was rather small. 

Fig. 1 gives the amounts of efflu- 
ent recorded in series I at 24° C.; 
12 kg of fresh green material was 
put in each silo. At 16°C. and 37°C. 
the effluent curves showed the same 
tendency. The amounts of effluent 
with the addition of starch varied 
strongly in the different silages, 
and no reliable values of the effect 
of starch on the effluent quantity 
were obtained. In series II the 
amount of effluent varied from 
17.4% of the ensiled material with 
the admixture of barley meal ++ 
sugar to 33.9% with the admix- 
ture of 0.8 % sugar. In series IIT 
the amount of effluent was 19.6% 
and 15.6% with the admixture of 
green malt and without supple- 
ments respectively and it was only 
5.2% and 2.8% with the admix- 
ture of malt and barley meal 
respectively. 

It appears from the experiment 
that the admixture of sugar contri- 
butes very strongly to giving the 
fermentation processes a desirable 
direction in the silage of clover with 
low sugar content and high protein 
content. The admixture of starch 
lowered the quality of the silage. 
Cellulose and straw meal influenced 
the fermentation process insigni- 
ficantly. Barley meal exerted a 
favourable influence on the yield, 
but the quality of the silage was not 
very high, as the silage contained 
butyric acid, and furthermore the 
lactic acid content was rather low. 
The starch of the barley meal 
was probably not utilized to any 
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considerable extent in the lactic acid fermentation; its favourable effect is 
probably to be ascribed mainly to the content of other fermentable carbo- 
hydrates in the barley meal, above all sugar, and to its high absorption 
power. The good effect of malt is explained by its high content of amylase, 
which saccharifies the starch so as to make it well utilizable in the lactie 
acid fermentation. 
5500 


3 rae 


3000 


570 supplements 


g effluent /12ky green forage 


y——*- 


— T 
| barley meal 


500 


Y 
days 
Fig. 1. Amounts of the effluent by addition of various supplements at 24° C, 


Zusammenfassung. 

Kohlenhydrat-Zusatzmittel dienen bei der natiirlichen Garfutter- 
bereitung einerseits als Nahrstoffe fiir die Mikroorganismen, anderer- 
seits beeinflussen sie die Feuchtigkeit des Garfutters durch ihr Ab- 
sorptionsvermégen. 

Bei der Milchsiuregiirung kann Zucker vollstindig ausgeniitzt werden, 
Starke und Cellulose dagegen nicht, oder nur unbedeutend. Zusatz von 
Gerstenmalz hat wegen seines hédheren Zuckerinhaltes und wegen seiner 
Diastasewirkung einen wesentlich besseren Effekt als Gerstengriitze. 

Malz, Griitze und Cellulose besitzen ein hohes Absorptionsvermégen und 
k6nnen dadurch eine giinstige Wirkung bei der Garfutterbereitung ausiiben. 
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(Aus dem Organisch-Chemischen Institut, Biochem. Abt., der Univ. Gottingen.) 


Zur Physiologie der Rhodomycinbildung*. 


Von 
WERNER FROMMER. 


Mit 2 Textabbildungen. 
(Eingegangen am 2. Juni 1955.) 


In vorhergehenden Versuchen (FRomMER, 1955) war die Rhodo- 
mycinbildung verschiedener Stiimme von Streptomyces purpurascens 
Lindenbein unter mannigfachen Ernihrungsbedingungen untersucht 
worden. Die untersuchten Stémme konnten nach ihrer Reaktionsweise 
in vier Gruppen eingeteilt werden. 


Eine Steigerung der Rhodomycinausbeute war durch Auslese der aktivsten 
Staémme und durch Wahl geeigneter Ernahrungsbedingungen erzielt worden. Die 
Zusammensetzung der gewonnenen Rhodomycine schwankte stark. Ein Teil der 
Stamme (Vertreter Stamm L4a) bildete bei guter Gesamtausbeute wenig Iso- 
rhodomycin (Isorhodomycin enthalt als chromophore Gruppe Iso-rhodomycinon, 
ein Oxy-antrachinon-Derivat, das eine Oxy-Gruppe mehr enthalt als Rhodomycinon, 
die chromophore Gruppe des Rhodomycins; FrRanK, 1952). Andere Stiémme (Ver- 
treter Stamm 7) erzeugten bei schlechter Gesamtausbeute bis zu 309% Iso-rhodo- 
mycinon im Gemisch. Die restlichen Staémme (Vertreter P2a und M2a) zeigten 
die besten Rhodomycinausbeuten bei mittlerem Gehalt (10—20%) an Iso-rhodo- 
mycinon. Hine Steigerung der Iso-rhodomycinausbeute durch Stammauslese ver- 
sprach keinen groBen Erfolg. Durch Anderung der Ernahrungsbedingungen konnte 
eine kleine Erhéhung der Iso-rhodomycinausbeute erzielt werden. 


Um Anhaltspunkte fiir eine weitere Nihrbodenvariation zur Steige- 
rurg der Iso-rhodomycinausbeute zu finden, erschien es sinnvoll, die 
physiologischen Veranderungen im Kulturmedium wahrend der Rhodo- 
mycinbildung zu messen. Gleichzeitig sollte dabei untersucht werden, 
ob es méglich ist, den Fermentationsverlauf an Hand einfach zu be- 
stimmender StoffwechselgroBen zu charakterisieren. 

Fiir die hier aufgefiihrten Untersuchungen wurden Vertreter der vier Stamm- 
gruppen und eine Isolierung aus diesen verwendet. (Uber die Herkunft dieser 


Staimme siehe Frommer, 1955.) Das Impfmaterial stammt, wenn keine anderen 
Angaben gemacht sind, aus Roux-Kolben mit Glycerin-Glykokoll-Agar nach 


y. ProrHo (1940 und 1950)?. 


* Teilergebnisse einer Dissertation der Mathematisch-Naturwissenschaftlichen 
Fakultat der Universitat Gottingen: ,, Untersuchungen an Rhodomycin-bildenden 
Streptomyceten-Stammen.*‘ Gottingen 1954. 

12 Vol% Glycerin, 0,25% Glykokoll, 0,1% K,HPO,, 0,1% NaCl, 0,01% 
MgSO, - 7H,0, 0,01% FeSO, -7H,0, 0,01% CaCO,;, 2% Agar. 
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Rhodomyeinbildung, Wachstum und Nihrstoffverbrauch. 


Folgende Versuche wurden auf einer Schiittelmaschine mit Hin- und 
Herbewegung (Frequenz 100/min, Amplitude 8,2 cm) ausgefiihrt. 


1 Liter-Erlenmeyer-Kolben mit je 200cm einer Glycerin (2 Vol%)-NaNO, 
(0,2%)-Nahrlésung (Minerallésung wie Glyc.-Glyk.-Agar nach v. PLorHo ohne 
CaCO,) wurden mit je 2 cm einer Sporensuspension des Stammes M 2a beimpft 
und bei 28°C geschiittelt. Vom 2. Tag nach der Beimpfung an nahm ich jeden 
Tag drei Kolben ab und bestimmte folgende GréBen: pq!, Myceltrockengewicht?, 
Nitrat-, Ammonium-Amid-Stickstoff? und Glycerin‘ in der Kulturlésung, Rhodo- 
mycinon und Iso-rhodomycinon in der Kulturlésung und im Mycel?. 

Es gelang nicht, vollstandig homogenes Wachstum zu erzielen. Auch bei sehr 
starker Beimpfung war eine Kugelbildung nicht vollstandig zu vermeiden. Die 
Hauptmasse des Mycels bildeten jedoch feinste Mycelfléckchen. 

Der sich in der Spritzzone ausbildende Mycelrand wurde alle 6—12 Std ab- 
geschiittelt. 


Das Ergebnis geben die Kurven in Abb. 1 wieder. Die einzelnen MeB- 
werte sind mit eingetragen, um die Streuung deutlich zu machen. (Die 
Streuwerte fiir Rhodomycinon sind nicht eingetragen.) Die Mittelwerte 
sind miteinander verbunden. Alle Mengenangaben beziehen sich auf 
1 Kolben (200 cm’ Nahrlésung). 

Fir die Rhodomycinone sind nur Gesamtwerte — Rhodomycinon in 
der Kulturlésung plus Rhodomycinon im Mycel — angegeben. (Der 
Anteil der im Mycel gebundenen Rhodomycinone steigt wahrend des 
Wachstums von 17% auf 37% und fillt dann bis zum 14. Tag auf 
30% ab.) 

Der Fermentationsverlauf lift sich an Hand des py-Wertes charak- 
terisieren. In der Hauptwachstumsphase (3.—7. Tag) steigt das py bei 
starkem Nitratverbrauch (NaNO, ist physiologisch alkalisch) leicht an, 
fallt aber schon vor Beendigung des Wachstums stark ab. Etwa ab dem 
7. Tag beginnt sich die Mycelbildung zu verlangsamen; das Nitrat ist bis 


' Mit Glaselektrode, py-Meter Pusl, Laborgerat 11. 

* Filtration durch vorgewogene Schl. & Sch. Filter 597, Durchmesser 7 cm. 
Auswaschen der ausgefallenen Nihrsalze mit 20 cm? 0,2n H,SO,. Diese Saure 
wurde mit der Menge dest. Wassers ausgewaschen, die zum Auffiillen des Filtrats 
auf 250 cm? notwendig war. Das mit dem Waschwasser vereinigte Kulturfiltrat 
diente zur Bestimmung der Restnahrstoffe und der Rhodomycine. — Das Mycel 
wurde bei 40°C im Vakuum iiber Blaugel bis zur Gewichtskonstanz getrocknet 
und dann gewogen. 

* Ammonium-Amid-Stickstoff-Bestimmung durch Titration nach alkalischer 
Destillation mit Wasserdampf, Nitrat-Stickstoffbestimmung ebenso nach vor- 
heriger Reduktion mit Drvarpascher Legierung. 

* Nach Dremarr, Rirrarrn u. MottenKopr (1940). Auf die von den Autoren 
bei der Glycerinbestimmung im Wein angegebene Abtrennung stérender Bestand- 
teile konnte verzichtet werden, da unter den Kulturbedingungen keine stérenden 
Bestandteile in der Kulturlésung festgestellt werden konnten. 

® Nach BROCKMANN u. Frommer. Es wurden nur die Rhodomycinone bestimmt. 
Rhodomycine enthalten etwa 50% Rhodomycinone. 
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out 20% aufgebraucht, wahrend noch 80% des Glycerins in der Kultur- 
_ sung enthalten sind. Dieses Glycerin wird in der nun folgenden Phase 
zum Teil in Sauren umgesetzt!, das restliche Nitrat wird weiter zum 
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Abb. 1. Stamm M 2a. Rhodomycinbildung, Wachstum und Nahrstoffverbrauch. 


Zellaufbau verwendet. Am 9. Tag ist das Nitrat verbraucht und damit 
das Wachstum abgeschlossen. Die Saurebildung dauert noch bis zum 
vollstandigen Verbrauch des Glycerins an. Gleichzeitig (ab dem 9. Tag) 


1 Uber Saurebildung bei Streptomyceten siehe COCHRANE, PECK u. 


(1953), Moan, TRELAWNY, Sonatz (1955). 


Harrison 
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machen sich schon Autolyseerscheinungen bemerkbar; das Mycel- 
gewicht nimmt ab, es tritt etwas Ammonium-Amid-Stickstoff auf, der 
pu-Abfall wird aufgefangen und der px-Wert steigt an. 

Die Bildung der Rhodomycine beginnt nicht wie erwartet erst am 
Ende oder nach Abschlu8 der Wachstumsphase (siehe RrpPEL-BALDES, 
1955), sondern gleich nach Einsetzen des Wachstums. Die Rhodomycin- 
bildung ist sogar schon am 7. Tag, also noch vor dem Ende der Wachs- 
tumsphase, abgeschlossen. Die Iso-rhodomycinbildung halt langer an und 
hért erst nach vollstiindigem Glycerinverbrauch am 11. Tag auf. Zwischen 
dem 7. und 11. Tag ist also eine Phase der Iso-rhodomycinbildung, die mit 
der Phase der Siurebildung zusammenfallt. 


Rhodomycinbildung unter verschiedenem 
Kohlenstoff : Stickstoff-V erhaltnis. 


Wie der vorhergehende Versuch gezeigt hatte, lauft die Iso-rhodo- 
mycinbildung mit der Rhodomycinbildung nicht parallel. Ob und 
inwieweit die Erzeugung von Iso-rhodomycin jedoch vom px-Wert 
abhingt und ob durch extrem saure Bedingungen eine reine Iso-rhodo- 
mycinbildung erzielt werden kann, blieb noch zu untersuchen. 

Eine Fermentation unter stark sauren Bedingungen war besonders im 
ordBeren MaBstabe schlecht méglich, da Keimung und Wachstum unter 
diesen Bedingungen auf Schwierigkeiten stoBen. Eine Saéuerung vor- 
zunehmen, nachdem das Hauptwachstum stattgefunden hat, hat nur 
einen Sinn, wenn noch geniigend Nahrstoffe zur Bildung des Iso-rhodo- 
mycins vorhanden sind. Auf dem einfachsten Weg laiBt sich dies durch 
Abiinderung des C: N-Verhialtnisses erreichen. Abhangig vom Stamm und 
Stickstoffgehalt der N&hrlésung bleibt dann mehr oder weniger C-Nihr- 
stoff am Ende des Mycelwachstums tibrig. Aus diesem kann dann sowohl 
Saure wie auch Rhodomycin gebildet werden. Da anzunehmen war, da 
die verschiedenen Staimme verschieden starke Saiurebildner sind, konnte 
gleichzeitig auch der quantitative Zusammenhang zwischen Iso-rhodo- 
mycinbildung und pg-Verschiebung beobachtet werden}. 


Physiologisch saure Salze als Stickstoffquelle zu verwenden, erwies sich als un- 
giinstig, da in diesem Fall der py-Wert zu schnell absinkt. Das Wachstum wird 
dadurch zu sehr verlangsamt oder ganz abgestoppt. 

Zur Orientierung wurde ein Vorversuch auf Schragrdhrchen angesetzt. Da die 
NaNO,-Glycerin-Lésung nach LINDENBEIN (1952) neben starker Iso-rhodomycin- 
bildung die stirkste Rhodomycinbildung ergab (FRommMER, 1955), wahlte ich 
diese Lésung als Grundlage zur Variation. Zu der Mineralsalzlésung? gab ich: 

I 1% Glycerin a) 0,1 b) 0,2 c) 0,4% NaNO, 
II 3% Glycerin a) 0,1 b) 0,2 c) 0,4% NaNO, 
III 5% Glycerin a) 0,1 b) 0,2 c) 0,4% NaNO,. 
! Vergleiche die erhéhte Iso-rhodomycinproduktion auf Nahrbéden mit einem 


starken UberschuB an Kohlenstoffquelle (FRommER, 1955). 
> 0,1% K,HPO,, 0,05% MgSO, -7H,0, 0,05% KCl, 0,001% FeSO, - 7H,0. 
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Ich setzte von jedem der angegebenen Nahrbéden (la—II1c) von den Stémmen 
M 2a, Pea, qT und L4a je drei Schragréhrchen an (2% Agar). Die Schragréhrchen 
wurden einheitlich beimpft und bei 28° C 15 Tage bebriitet. Je Réhrchen 8 cm? 
Nahrboden. 


Wie erwartet trat sowohl bei den verschiedenen Stiimmen, als auch auf 
den verschiedenen Niahrbéden eine starke Variation der Rhodomycin- 
und der Iso-rhodomycinbildung auf. Bei Stamm M 2a schwankte die 
Menge des erzeugten Gesamtrhodomycinons zwischen 0,56 mg! (Nahr- 
boden IIIc) und 0,08 mg (Nahrboden Ic) je Schragréhrchen, die Iso- 
rhodomycinonmenge von 8%! (IIc) bis 38% (Ila). Bei Stamm P2a 
wurde sogar eine Gesamtmenge von 0,8 mg je Schrigrohrchen (IILa) 
erzielt. Die Iso-rhodomycinmengen schwankten bei diesem Stamm von 
11—24%, bei Stamm J zwischen 16 und 31% und bei Stamm L4a 
zwischen 2% und 12%. 

Um weitere Einblicke zu bekommen, war es jedoch notig, die Rhodo- 
mycinbildung mit dem Wachstum und den fiir die Fermentation 
charakteristischen py-Verschiebungen zu verfolgen, sowie das Redox- 
potential zu messen. 


Es wurden die Stamme M 2a, P2a und / in Schiittelkulturen bei verschiedenem 
Glycerin: NaNO,-Verhaltnis angesetzt. Die Zusammensetzung der Lésungen war 
gleich wie im Vorversuch ([a—IIIc), Beimpfung mit Sporensuspensionen (je 2 cm®). 
Bebriitung bei 28° C. 

Da die verwendete Schiittelmaschine nur ein mittleres Fassungsvermdégen hatte, 
konnten von jeder Nahrlésung je Stamm nur 5 Kolben angesetzt werden. Infolge- 
dessen waren Parallelmessungen nicht méglich. 

Die Kolben einer Serie zeigten in den meisten Fallen gleichmaBiges Wachstum 
und gleichmaBige Farbstoffbildung. Einzelne Kolben, die von dieser Norm ab- 
wichen, wurden verworfen. 

Am 4., 6., 8. und 10. Tag wurde je ein Kolben geerntet und pa, Myceltrocken- 
gewicht, Rhodomycinon und Iso-rhodomycinon im Mycel und in der Kulturlésung 
bestimmt?. (Schwankungsbreite siehe Abb. 1.) 

Da vermutet werden konnte, daB nicht so sehr der py-Wert, als das vom 
pu-Wert abhangige Redoxpotential die fiir die Rhodomycin- bzw. Tso-rhodomycin- 
bildung wichtige GréBe ist, wurde auch das Redoxpotential der Lésungen gemessen. 
Als MeBelektroden dienten Platin- und Kalomel-Elektroden, die an ein Rohren- 
voltmeter angeschlossen waren. Ich bestimmte alle Potentiale doppelt mit zwei 
verschiedenen Platinelektroden. Die Messungen waren jedoch trotzdem sehr un- 
genau, da die Elektroden besonders zur Zeit des stiarksten Wachstums am 6. Tage 
sehr schnell inaktiviert wurden. 


Als Beispiel sind in Abb. 2 die Ergebnisse bei Stamm M 2a aufgeftihrt. 
Die Rhodomycinmengen beziehen sich auf die Summe Rhodomycin im 
Mycel und in der Kulturlésung (Angaben beziehen sich auf Mengen je 
Kolben). Durch die kleine Zahl der Messungen sind diese Fermentations- 


1 Mittelwerte aus drei Schragréhrchen. (Schwankungen + 10%.) Bestimmungs- 


methoden s. BROCKMANN u. FROMMER. 
2 Bestimmungsmethoden wie im vorhergehenden Submersversuch. 
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optimale Glycerin: Stickstoff (C:N)-Verhiltnis (N aNO, enthalt 16,5°% 
Stickstoff) liegt bei Ia, [1b und IIIc (C:N =1:0,0165, 0,011 und 0 0132). 
Starkstes Wachstum bei IIIc. 

b) pu-Wert. Dieser steigt im allgemeinen wiihrend des Wachstums 
leicht an (NaNO, ist physiologisch alkalisch). Ist nach dem Verbrauch 
der N- Quelle noch geniigend Glycerin vorhanden, so wird dies mehr oder 
weniger stark in Séuren umgesetzt (am stiirksten ausgepragt bei IIIa.) 

ce) Rhodomycinbildung. Die Rhodomycinbildung zeigt bei diesem 
Stamm die gleiche Beziehung zum C:N-Verhiltnis wie das Wachstum. 
Maxima bei Ia, IIb, IIc. Gibt man zuviel Glycerin oder NaNOg, so ist 
das Wachstum entsprechend dem begrenzenden Faktor. Die Rhodo- 
mycinbildung wird aber durch einen Uberschu8 an Glycerin 
wie auchan Natriumnitrat gehemmt. 

Das Optimum fiir die stpodpmeycinbildnng liegt bei Ia (C:N = 1: 
0,0165) und IIIc (1:0,0132). 

Die Iso-rhodomycinbildung geht nicht parallel mit der Rhodo- 
mycinbildung. Sie setzt meist spater ein, und die Hauptmenge wird erst 
bei niederem py gebildet. Das Maximum der Iso-rhodomycinbildung liegt 
bei Ia. Die Menge des gebildeten Iso-rhodomycins nimmt nach c ab. Bei 
IIe z. B. ist aber der py-Abfall ungefahr gleich stark wie bei Ia; es wird 
aber bedeutend weniger Iso-rhodomycin gebildet. Hier wird nach Be- 
endigung des Mycelwachstums durch die groBe Menge des Mycels das 
uberschiissige Glycerin viel schneller fermentiert als bei Ia. Dadurch 
wird natiirlich der O,-Uberschu8 bedeutend kleiner. Das Redoxpotential 
ist niedriger. 

Mit den Stémmen P2qa und / wurde prinzipiell dasselbe Ergebnis 
erzielt. 

Das Wachstum der Kulturen wird begrenzt durch den im Minimum 
vorhandenen Faktor, also entweder durch Glycerin oder Natriumnitrat. 
Jeder Stamm hat ein eigenes Optimum, d.h. er braucht fiir eine be- 
stimmte Menge Stickstoff eine bestimmte Menge Glycerin. Hat er zuviel 
NaNO,, so wird die Kultur schnell alkalisch. Wahrscheinlich wird da- 
durch die Fermentation abgestoppt. Ist zuviel Glycerin vorhanden, so 
bildet er aus dem UberschuB gréBere oder kleinere Mengen Saure. 

Auch hinsichtlich der Rhodomycinbildung hat jeder Stamm sein 
optimales C:N-Verhaltnis. Besonders fiir eine Fermentation in groBem 
Rahmen ist es wichtig zu wissen, dafs zuviel Glycerin wie auch zuviel 
NaNO, die Rhodomycinbildung hemmt. 

Iso-rhodomycinbildung findet hauptsachlich bei niederem py-Wert 
statt. Es scheint aber, daB neben dem py-Wert auch das Redoxpotential 
eine entscheidende Gréf8e ist. In dicht bewachsenen Kulturen bleibt das 
Redoxpotential durch die Stoffwechselaktivitat des Mycels im Verhaltnis 
tiefer als bei schwacher bewachsenen Kolben bei gleichem px. 
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Auch fir die Rhodomycinbildung scheint ein bestimmtes Retox 
potential notwendig zu sein. Allerdings zeigt jeder Stamm eigene 
optimale Bedingungen. 
Eine genaue Analyse dieser Verhiltnisse ist jedoch nur schwer mach 
Die Elektroden werden besonders bei stark wachsenden Kulturen zu 
schnell inaktiviert. Es ist also nicht méglich, die Elektroden in die 
Kulturkolben einzubauen. Zur Messung muB daher ein Teil der Kultur: 
lésung in ein anderes Gefi®B gebracht werden. Durch das Fehlen der 
Beliiftung sinkt hier schon wahrend der Messung das Potential ab. Be 
stark bewachsenen Kolben macht sich schon innerhalb der zur Messun 
bendtigten Zeit in der Lésung ein Potentialabfall von der Oberflache bi 
zum Boden bemerkbar. AuBerdem ist eine Umrechnung auf einen 
Standard-py-Wert zu Vergleichszwecken nicht méglich, weil Menge und 
Art der in der Lésung vorhandenen Stoffe nicht bekannt sind. : 
Die einzelnen Stéimme zeigten folgende Charakteristica: 


Stamm M 2a. Mittlere Mycelbildung, bildet viel Saiure, starke Iso-rhodomycin- 
bildung, Rhodomycinbildung gut. Optimum fiir Rhodomycinbildung zwischen 
C:N = 1:0,0165 und 0,0132. 

Stamm P 2a. Mycelbildung gut, Saurebildung schwacher als bei M2a; bildet 
viel Rhodomycin (bis zu 20mg Rhodomycinone je 200 cm* Nahrlésung (Ifa). 
Optimum fiir Rhodomycinbildung zwischen C:N = 1:0,0055 und 0,0033. 

Stamm 1. Bildet viel Mycel (bis zu 1700 mg je Kolben, Nahrlésung IITc), etwas 
Saure und wenig Rhodomycin. Optimum fiir Rhodomycinbildung zwischen C:N 
= 1:0,0066 und 0,011. 


Die Ergebnisse stimmen mit denen der Schragréhrchenkulturen 
tiberein. Nur machte sich auf den Schragréhrchen ein Zuviel an Glycerin 
nicht so stark bemerkbar. Dies ist ohne weiteres verstiindlich, da ja 
durch den Verbrauch von Glycerin ein Diffusionsgefille ausgebildet wird. 
Daher wirkt am Ort des Verbrauches nicht die gesamte Glycerin- 
konzentration. 

Inwieweit diese Verhialtnisse auch auf andere Kulturformen, ins- 
besondere auf Kultur in GroBfermentern und auf andere Kohlen- und 
Stickstoffquellen zu tibernehmen sind, muB noch gepriift werden. : 

Auch bleibt die Frage offen, ob und wieweit die Steigerung der 
Gesamtmenge an C- und N- Quelle bei gleichem Verhiltnis die Fermen- 
tation beeinfluBt. Das Mycelwachstum scheint bis zu einer gewissen 
GréBe eine Steigerung zu erfahren. Damit scheint die Menge Iso-rhodo- 
mycin abzunehmen. Eine wesentliche Steigerung der Rhodomycin- 
ausbeute war jedoch auf diese Weise nicht zu erwarten. Vor allen Dingen 
ist aus wirtschaftlichen Griinden eine solche Steigerung unrentabel. 


Rhodomycinbildung bei verschiedenem p,;-Wert. 
Alle bisherigen Versuche zeigten, da Iso-rhodomycin besonders bei 
niederem px gebildet wird. Es blieb aber noch zu beweisen, ob die PH- 
Verschiebung die Ursache dieser Umstimmung zur Iso-rhodomycin- 
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bildung ist, oder ob die Siiurebildung wie die Iso-rhodomycinbildung nur 
Begleiterscheinungen einer allgemeinen Stoffwechselumstimmung sind. 

Es wurde versucht, rhodomycinfreies Mycel eines unter anderen Be- 
dingungen gut rhodomycinbildenden Stammes zu gewinnen. Die Niahr- 
losung nach Exriicn, ANDERSON, COFFEY u. GOTTLIEB (1953)! ergab 
auch bei guten Rhodomycinbildnern vollstaéndig rhodomycinfreies 
Mycel. Das Mycel wie auch die Kulturlosung farbten sich hier im Laufe 
der Fermentation vollstandig schwarz. 

Die Anzucht des rhodomycinfreien Mycels erfolgte in KiLvuyveEr- 
Kolben. Die Nahrlésung wurde, nachdem sie erschopft war, steril ab- 
gesaugt und das Mycel fiinfmal mit sterilem dest. Wasser gewaschen. 
Damit hatte man vollstandig rhodomycinfreies Mycel zur Verfiigung, das 
nun unter Bedingungen, unter denen kein oder langsames Wachstum 
stattfindet, fermentieren konnte. 

Es wurden von solchen Mycelaufschwemmungen 5—6 cm steril in Schiittel- 
kolben abgefiillt und diese bei 28° C bebriitet. Die abgefiillte Mycelmenge entspricht 
einem Trockengewicht von 150—200 mg. 

Die Schiittelkolben enthielten 200 cm® einer NaNO,-Glyc.-Lésung? (0,5% 
Glycerin und 0,05% Natriumnitrat). Die py-Einstellung erfolgte durch Phosphat- 
puffergemische nach SORENSEN®. Bei niederen py-Werten fand aber keine Adap- 
tation an die neuen Nahrstoffe statt. Um auch die Fermentation in diesen py-Be- 
reichen erfassen zu kénnen, wurde das Mycel nach dem Auswaschen der EXRLICH- 
schen Nahrlésung in einer NaNO,-Glyc.-Lésung® (hier mit 0,1% K,HPO,, An- 
fangs-px7,2) so lange bebriitet, bis durch eine eben erkennbare rosa Farbung der 
Abschlu8 der Adaptation zu erkennen war. Die Adaptationsdauer war 48 Std. Das 
adaptierte Mycel wurde erneut gewaschen und in die Schiittelkolben abgefiillt. 

Nach 3 und 5 Tagen wurden je zwei Kolben geerntet. Tab. 1 zeigt das Ergebnis. 
Die Zahlen sind Mittelwerte aus zwei Messungen. 

Zwischen dem 3. und 5. Tag fand also kaum noch Wachstum statt, 
wahrend sich vom 1. bis zum 3. Tag der Fermentation das Mycel auf 
etwa das Anderthalbfache bis Doppelte vermehrte. Wahrend vom 1. bis 
3. Tag in allen Kolben prozentual zur gebildeten Menge Rhodomycinon 
gleich viel Iso-rhodomycinon gebildet wird, zeigt die zweite Fermen- 
tationsphase vom 3. zum 5. Tag bei niederen pu-Werten eine Steigerung 
der Iso-rhodomycinbildung. Auch bei px 7,8 war eine Steigerung der 
Iso-rhodomycinbildung entgegen den Erwartungen eingetreten. 

Tn der Wachstumsphase (1.—3. Tag) laBt sich also die Iso-rhodomyein- 
pildung durch die px-Verschiebungen kaum beeinflussen. Erst in der 


1 Glucose 1%, Fleisch tryptisch verdaut (BRUNNENGRABER) 0;59%; KG ELPO; 
0,05%, NaCl 0,05%, FeSO, - 7H,0 0,01%. 

: NRE: MgSO,-7H,0, 0,05% KCl, 0,001% FeSO, -7H,0. 

3 Es war moglich, daB die hohe Phosphatkonzentration (etwa 8mal so groB wie 
bei normaler NaNO,-Glycerin-Lésung) das Ergebnis beeintrachtigt. Aber auch eine 
Verschiebung des py-Wertes in normaler NaNO,-Glycerin-Lisung nach Adaptation 


durch Zugabe von Salzsiure ergab prinzipiell das gleiche Ergebnis. 
a= 
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zweiten Phase (3.—5. Tag) ist eine deutliche Verainderung der Iso- 
rhodomycinbildung in Abhingigkeit vom py-Wert zu erkennen. Diese 
zweite Phase, in der praktisch kein Wachstum stattgefunden hat, 
entspricht auch im normalen Fermentationsverlauf der [so-rhodomycin- 
bildungsphase. 


Tabelle 1. Fermentation unter verschiedenen py-Bedingungen (Stamm M 2a 8/12, 
Auslesestamm von Stamm M2a)* 


Rhodomycinone peed | eT hedor. | Mycel- 
| gesamt Iso-rhodomycinone ; aay pH potential | trockengew. 
| (mg) | (mg) | % | (0) yh 

al | 1,18 G;0ag2 {MAG we eH OM EE GG a eV 
a2 17S ONS Sie 8 5,50 V5, 89 | 522 354 
Da 0,55 0,088 | 16 S¥/ 
bl 1,41 0,047 3 5985 hate.6.08 — 387 
b2 2,50 0,223 9 5,98 / 6,14 505 | 401 
Db 1,09 ODL TG zee 6 14 
el 1,34 0,041 3 6,98 7,00 — 325 
c2 2:5 ae oO L2G 4 | 6,98 7,09 460 384 
De 1,47 0,085 | 6 59 
dil | 0,64 (NCTE eel ie 7,80 7,61 oF 265 
d2 2,79 0,260 9 | 7,80 fe 420 47 
EY Fal are Hae Ry ga aL | 82 


* Bei diesem Versuch konnte nicht mehr der stark degenerierte Stamm M2a 
verwendet werden. Die Isolierung M2a 8/12 (s. Frommer, 1955) zeigte keine 
Degenerationserscheinungen und sprach viel schwacher auf pq-Verschiebungen an 
als der Ausgangsstamm (s. Abb. 1 u. 2). 


Die Proben 1 (al—d1) waren nach 3 Tagen, die Proben 2 nach 5 Tagen geerntet 
worden. D = Differenzen zwischen den Proben 1 u. 2, also die zwischen dem 
3. u. 5. Tag gebildeten Mengen. 


Degenerationserscheinungen. 


Kine wertvolle Kigenschaft kann bei Mikroorganismenstiimmen einmal 
durch das Auftreten von Dissozianten, die diese Eigenschaft nicht oder in 
weit geringerem Mafe besitzen und die unbeabsichtigt ausgelesen werden, 
oder durch physiologische Degeneration verlorengehen. Zwischen diesen 
Moglichkeiten ist streng zu unterscheiden. 

Im ersten Fall zeigen die ausgelesenen Typen meist schnelleres 
Wachstum und stiirkere Mycelbildung als der Ausgangsstamm. (Stamm 
J, der nur wenig Rhodomycin bildet, erzeugt aus den gleichen Stickstoff- 
mengen etwa doppelt soviel Mycel wie Stamm M 2a, der viel Rhodo- 
mycin bildet.) Oft tritt bei den ausgelesenen Stimmen auch bessere 
Luftmycelbildung auf (siehe FRommmEr, 1955). 


Zur Physiologie der Rhodomycinbildung. 395 


Ganz anders sehen physiologisch degenerierte Staémme aus. Meist 
lassen im Verlauf mehrerer Abimpfungen Wachstum und Luftmycel- 
bildung nach. Oft werden auch braune, melaninartige Farbstoffe in den 
Agar abgeschieden. Die Erzeugung der gewiinschten Stoffwechsel- 
produkte laBt von Abimpfung zu Abimpfung nach und hort schlieBlich 
ganz auf. Ist die Degeneration weiter fortgeschritten, so wachst der 
Stamm bei weiteren Abimpfungen nicht mehr an (siehe LINDENBEIN, 
1952, WittiaMs u. McCoy, 1953). 

Besonders Stamm M 2a zeigte nach einigen Passagen auf Glycerin- 
Glykokoll- und noch mehr auf Glycerin-NaNO,-Agar solche Degenera- 
tionserscheinungen. Gleichzeitig trat erhohte Saure- und Iso-rhodo- 
mycinbildung auf. 

Die Stimme M 2a, P2a, 1 und L4a wurden auf ihre Fahigkeit, Poly- 
phenoloxydase zu bilden, untersucht. Von 8—14 Tage alten Kulturen 
auf Glycerin-Glykokoll-Agar wurden Agarscheibchen ausgestanzt und 
auf Agarplatten, die Polyphenole enthielten, gesetzt. Nach 12—24 Std 
zeigten sich um diese Scheibchen bei Hydrochinon und Brenzkatechin 
(je 0,25 und 0,025%) mehr oder weniger groBe gefarbte Zonen. Hydro- 
chinon wurde braun, Brenzkatechin schwarz. Tyrosin gab auch nach 
mehreren Tagen keine Farbung. (Uber Substratspezifitat der Poly- 
phenoloxydasen siehe Kiistrr, 1953.) Die Zonen waren besonders groB 
bei der vollstaindig degenerierten Kultur von M 2a. Die Kulturen vor der 
Degeneration ergaben kleinere Zonen. Auch L4a zeigte starke Fairbung. 
Dieser Stamm bildete in dieser Kultur zwar noch Rhodomycin, die Luft- 
mycelbildung fehlte jedoch vollstandig. Auch wuchs dieser Stamm bei 
weiterem Abimpfen nur noch schlecht an. Die stark rhodomycinbildende 
Kultur von P2a bildete nur eine kleine gefarbte Zone. Der Stamm J 
zeigte keine Verfarbung des Agars. Er war kriaftig gewachsen, die Luft- 
mycelbildung war stark, die Rhodomycinbildung fehlte vollstandig?. 

In diesem Zusammenhang ist auch die Braunfarbung des Nahragars zu 
erwahnen (Frommer, 1955). Auf diesem Nahrboden zeigen die schwa- 
chen Rhodomycinbildner des Stammes 346 nur eine schwache Verfar- 
bung, wahrend LinpEenpern (1952) bei dem Ausgangsstamm auf dem- 
selben Nahrboden die Bildung eines dunkelbraunen Pigments be- 
schreibt. Zu diesem Zeitpunkt war auch die Fahigkeit zur Rhodomycin- 
bildung bei diesem Stamm noch stark ausgepragt. 

Bei schwachen Rhodomycinproduzenten findet sich also kraftiges 
Wachstum. Mit steigender Rhodomycinbildung nimmt die Menge des 
erzeugten Mycels ab. Es tritt Polyphenoloxydase auf. 

Beginnt ein Stamm zu degenerieren, so wird die Polyphenoloxydase- 
produktion stiarker. Gleichzeitig wird mehr Saéure (siehe auch WAKSMAN, 


1 Stamm J zeigt im Gegensatz zu den anderen Stammen auf Glycerin-Glykokoll- 
Agar kaum Rhodomycinbildung (s. Frommer, 1955). 
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(1950) und mehr Iso-rhodomycin gebildet und braune, melaninartige Farbs 
stotfe treten auf. Das Luftmycel wird immer sparlicher. Die Gesamtrhodo- 
mycinbildung l48t immer mehr nach. Das Wachstum wird schlieBlich 
schwacher und hort endlich ganz auf. Der Stoffwechsel ist durch die ein- 
seitige Ernihrung vielleicht infolge einer Uberadaptation in Unordnung 
geraten. 

Vielleicht ist in beiden Fallen, bei einsetzender Degeneration und im 
normalen Fermentationsverlauf am Ende der Wachstumsphase die 
erhéhte Iso-rhodomycinbildung stoffwechselphysiologisch auf dieselben 
Ursachen zuriickzufiihren. Das Stoffwechselgefiige beginnt sich auf- 
zulésen. Diese Desorganisation kann z. B. durch extreme pp-Werte 
gefordert werden. 

Die Regeneration solcher Stiéimme ist nur méglich, wenn die 
Degeneration nicht zu weit fortgeschritten ist. Da die einzelnen Glieder 
eines Stammes nicht gleichweit degeneriert sind, kann man durch Aus- 
lese Substimme gewinnen, die die gewiinschten Eigenschaften noch 
besitzen (siche Frommur, 1955). Daneben kann man versuchen, durch 
Passagen auf anderen Nihrbéden eine Regeneration herbeizufiihren. Als 
besonders giinstig haben sich Hungernahrbéden erwiesen (LINDENBEIN, 
1952; Erikson, 1947; Frommer, 1955). Bei dieser Regeneration 
handelt es sich zumindest in einzelnen Fallen um keine Auslese, sondern 
um echte ,,Stimulation® (FrRomMeER, 1955). In vielen Fallen ist die 
wieder einsetzende Luftmycelbildung ein Anzeichen fiir die eingetretene 
Regeneration. 

Es hat sich gezeigt, dali neben diesen Hungernihrbéden auch durch 
eine Verschiebung des Kohlenstoff: Stickstoff-Verhaltnisses eine Regene- 
ration erzielt werden kann. Schon AFANAVIEV (ref. Errkson, 1947) hat 
auf die Bedeutung des Kohlenstoff: Stickstoff-Verhaltnisses fiir die Luft- 
mycelbildung hingewiesen. Dieser Befund ist leicht zu erkliren, wenn 
man bedenkt, dafS Luftmycel bei vielen Stimmen nach Beobachtungen 
von Minrer (1913), die spiter oft bestitigt wurden, nur in einem engen 
pu-Bereich um px 7 gebildet wird. So zeigen auch Staémme, die wie 
Stamm M 2a viel Siure bilden, auf Nihrbéden mit einem hohen Stick- 
stoff- und niederem Glyceringehalt die beste Luftmycelbildung (z. B. 
Nihrbéden Ib und Ic), waihrend Stamm P2a, der nur wenig Siaure 
bildet, keine stiirkere Anderung der Luftmycelbildung in Abhiingigkeit 
vom Kohlenstoff: Stickstoff-Verhiltnis zeigte. Andere Stimme, die 
wihrend des Wachstums den py-Wert der Kulturlésung nach der 
alkalischen Seite hin verschieben, wie der Limocrocin bildende Stamm 
Boéhmisch Bruck 136 (Streptomyces limosus Lindenbein; LiINDENBEIN, 
1952), ergaben gute Luftmycelbildung bei sehr hohem Kohlenstoff- und 
niederem Stickstoffgehalt. Die Verschiebung des Kohlenstoff: Stickstoff- 
Verhaltnisses wirkt also als physiologische Pufferung. 
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Auf der anderen Seite kann man durch entgegengesetzte Verschiebung, 
z. B. bei M 2a hohen Kohlenstoff- und niederen Stickstoffgehalt!, die” 
Luftmycelbildung ganz unterdriicken. Es wird auf solehen Nahrbéden 
viel brauner Farbstoff gebildet. Diese Kulturen wachsen in den nach- 
folgenden Passaten schlecht oder gar nicht mehr an. Durch erhGhte ein- 
seitige Nahrstoffgaben wird der Ausbau des potentiell vorhandenen ein- 
seitigen Fermentapparates gefordert. Da nicht alle Stufen einer Stoff- 
wechselbahn gleich stark erweitert werden (siehe Parcu, 1950 und 
Foster, 1949), kommt es zur Anreicherung von Zwischenprodukten 
(z. B. Saéuren). 


Entweder kommt es dann direkt durch die toxische Wirkung der an- 
fallenden Stoffwechselprodukte oder dadurch, dafi im Laufe mehrerer 
Generationen durch den zu starken Ausbau einzelner. Stoffwechsel- 
bahnen andere lebensnotwendige Bahnen vernachlassigt werden, zur 
physiologischen Degeneration. 


Wege der Rhodomycinbildung. 


Die Rhodomycinbildung ist ohne Zweifel das Ergebnis eines luxu- 
rierenden Stoffwechsels (im Sinne von Pancu, 1950). Der Organismus ist 
unter den herrschenden Kulturbedingungen nicht mehr gezwungen, die 
gesamte Energie der Substrate auszunutzen. Es ist ihm leicht moglich, 
irgendwelche Nebenprodukte aufzubauen. Vielleicht verwenden diese 
Stamme Vorstufen der Rhodomycine, die in ihrem Stoffwechsel an- 
fallen?, bei Nahrungsmangel aber vollstindig ausgenutzt werden, als 
Wasserstoff-Donatoren. Sie bauen dabei das Chinonsystem auf und 
scheiden dies als Oxydationsendprodukt aus. 


Ein derartiger Oxydationsmechanismus ist nattirlich sehr unwirt- 
schaftlich, und es ist nicht verwunderlich, wenn gute Rhodomycin- 
bildner von farblos wachsenden Dissozianten tiberwachsen werden 
(FromMER, 1955). 


Bei Stimmen wie M 2a, die zur Degeneration neigen, wird das Rhodo- 
mycin schon wiihrend der Wachstumsphase gebildet (Stamm MM 2a 
Abb. 1). Es ist méglich, daB bei diesen Stammen unter den herrschenden 
Bedingungen die normale Atmung nicht mehr voll arbeitsfahig ist. Die 


1 Dabei muB der absolute Gehalt des Nahrbodens an beiden hoch sein. Ist der 
absolute Gehalt klein, so werden die Nahrstoffe besser ausgenutzt und es tritt 
keine Saurebildung auf. 

2 CocHRANE (1955) gibt bei einer Streptomyces-Art an, da die Fahigkeit zur 
Decarboxylierung von Brenztraubensdure weitgehend fehlt. AuBerdem ist diese 
Streptomyces-Art nicht in der Lage, den Garungswasserstoff anaerob auf Brenz- 
traubensaure zu tibertragen. 
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Rhodomycinbildung wird zur Energiegewinnung und/oder zur Ent- 
fernung anfallender Stoffwechselprodukte eingeschaltet'. 

Im natiirlichen Stoffwechsel der Streptomyceten finden bei der 
Bildung der Humusstoffe vermutlich aihnliche chemische Umsetzungen 
statt (RippEL, 1955; Kisster, 1953). Die Wasserstoffdonatoren werden 
hier aber von der Umgebung geliefert. 

Mit Stoffen? als Kohlenstoff- und Stickstoffquellen, aus denen der 
entsprechende Stamm melaninartige Substanzen aufbauen kann, ist die 
Rhodomycinbildung nur schwach oder ganz unterdriickt. Dafiir werden 
Melanine aufgebaut. 


Zusammenfassung. 


Die Rhodomycinbildung verschiedener Stimme von Streptomyces 
purpurascens Lindenbein wird untersucht. 


Zusammenhinge zwischen Wachstum, Rhodomycinbildung und Niahr- 
stoffverbrauch werden aufgezeigt. Der Fermentationsverlauf ist an Hand 
des py-Wertes leicht zu verfolgen. 


Das Kohlenstoff: Stickstoff-Verhiltnis der Nahrlésung iibt einen 
starken EinfluB8 auf die Rhodomycin- und Iso-rhodomycinbildung aus. 
Durch Verwendung des fiir jeden Stamm anders liegenden optimalen 
Verhaltnisses kénnen die Ausbeuten an Rhodomycin und Iso-rhodomycin 
betrachtlich gesteigert werden. 


Rhodomyein und Iso-rhodomyein werden nicht gleichmaBig neben- 
einander gebildet. Veriindert man am Ende der Wachstumsphase den 
pu- Wert, so kann man die Iso-rhodomycinbildung steigern. 


Es konnten verschiedene Degenerationserscheinungen beobachtet 
werden. Die Méglichkeiten einer Regeneration werden beschrieben. 


Verschiedene Méglichkeiten iiber die Entstehung der Rhodomycine 
werden diskutiert. 


Meinen verehrten Lehrern, den Herren Prof. Dr. A. Ripret-BaLprEs und Prof. 
Dr. H. Brockmann, mochte ich fiir Anregungen und Unterstiitzung bei der Durch- 
fiihrung vorliegender Arbeit danken. 


‘Nach Kartson u. Wrecker (1955) wird bei Insekten beim Eintritt in die 
Metamorphose die Atmung von der Cytochrom-Atmung auf Polyphenoloxydase- 
Atmung umgestellt. Damit zusammen fallt die Ausbildung von Pigmenten. 

* Besonders das Pepton der Firma Brunnengraber — Tt (Fleisch tryptisch ver- 
daut) — war in dieser Hinsicht wirksam. Mit Difco-Pepton konnte die Rhodo- 
mycinbildung nicht vollstindig unterdriickt werden. Um welche wirksamen Be- 
standteile der Peptone es sich handelt, wurde nicht festgestellt. — Nach Horris 
(1954) spielt die Zusammensetzung des Peptons bei der Melaninbildung eine 
wichtige Rolle. Bei Streptomyces scabies wirken ganz bestimmte Aminosiéuren 
einzeln und in verschiedenen Kombinationen stark férdernd auf die Melaninbildung 
aus Tyrosin. 
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(Aus dem Institut fiir Mikrobiologie der Universitat Gottingen). 


Untersuchungen iiber Wachstumserscheinungen 
von Proteus vulgaris Hauser 
unter dem Einflu8 hoher Penicillinkonzentration. 


Von 
F. RADLER und A. RIPPEL-BALDES. 


Mit 4 Textabbildungen. 
: (Eingegangen am 1. September 1955.) 


Die bekannte Erscheinungsform der Bakterienzelle wurde lange Zeit 
als einzige typische Lebensform der Bakterien angesehen. Abweichungen 
von der normalen celluliren Gestalt wurden erst spiiter beschrieben und 
als das Produkt schidigender duBerer Einfliisse angesehen. Andere 
Hypothesen, wie beispielsweise der Pleomorphismus, der eine vollstan- 
dige Wandelbarkeit der Bakterienzelle mit allen ihren Eigenschaften 
annahm, haben nur wenig Zustimmung gefunden. Anomale Bakterien- 
zellformen mit sack- oder spindelférmigen Aufblihungen oder Ver- 
zweigungen, die sich hiiufig nach Einwirkung von Temperaturschocks, 
von Reaktionsinderungen des Mediums, von Giftstoffen oder auch 
antagonistisch wirkenden Bakterienstiimmen beobachten lassen, werden 
gewohnlich als degenerative Wuchsformen angesehen und als Involu- 
tionsformen bezeichnet. 


Durch die Beobachtung des L-Phasenwachstums der Bakterien von KLIENnn- 
BERGER (1935) verlor die Vorstellung, daB wesentliche morphologische Veranderun- 
gen der Bakterienzelle stets das aéuBere Zeichen einer irreversibel gestérten Lebens- 
titigkeit der Zelle darstellen, ihre allgemeine Giiltigkeit. KLTENEBERGER hatte das 
spontane Auftreten der zweiten Wachstumsform zuerst an Streptobacillus monili- 
formis beobachtet, deren Erscheinungsbild keinerlei Merkmale der Struktur einer 
Bakterienzelle aufwies, dagegen groBe Ahnlichkeit mit dem Erreger der Pleuro- 
pneumonie und verwandten Organismen zeigte. Die Ahnlichkeit mit einer anderen 
Organismengruppe hatte Ki1eENEBERGER zunichst veranlaBt, die beobachtete 
Dimorphie von Streptobacillus moniliformis als Symbiose zweier Organismen zu 
deuten, doch gelang es Dienes (1939) nachzuweisen, daB sowohl die bacillire 
Normalform wie die L-Phase genetisch gleichen Ursprungs sind. Normalform und 
L-Phasenwachstum haben die Fahigkeit, unter geeigneten Bedingungen ineinander 
iiberzugehen. 

Wahrend zunichst nur bei Streptobacillus moniliformis und anderen Parvo- 
bacteriaceae das spontane Auftreten von L-Phasenwachstum beobachtet werden 
konnte, brachte die Kinfiihrung von Penicillin in die bakteriologische Technik 
iiberraschende Ergebnisse. Es gelang bei einer Vielzahl von Bakterien durch Ein- 
wirkung von Penicillin nicht nur morphologische Veranderungen zu erzielen 
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(PULVERTAFT, 1952; Fuemine u. Mitarb., 1950; Dienes, 1949; v. Prirrwitz u. 
GaFFRON, 1953 u. a.) und diese veranderten Formen wieder zur normalen Stabchen- 
form auswachsen zu lassen (STEMPEN u. HutcHrnson, 1951; Mepiiiu. Hutrcurnson, 
1954; Dimnus, 1948 u.a.), sondern es konnte auch kiinstlich L-Phasenwachstum 
erzeugt werden (Dimnus, 1948, 1949). Da L-Phasenwachstum spontan auftritt und 
auch unter dem Hinflu8 offensichtlich schadigender Agentien entstehen kann, laiBt 
es sich gegentiber den degenerativen Involutionsformen nicht ohne Schwierigkeiten 
abgrenzen, zumal iiber die Funktion des L-Phasenwachstums bisher nur Vermutun- 
gen bestehen (KLIENEBERGER-NoBEL, 1949a, 1951; Dinners u. WEINBERGER, 1951). 


Die Entscheidung, ob die Wuchsform eines Organismus als echte 
Wachstumsform oder als Degenerationserscheinung angesprochen werden 
muB, erscheint jedoch von einiger Bedeutung. In der vorliegenden 
Arbeit sollten Wachstumserscheinungen von Proteus auf einem ein- 
fachen (s. S. 401) penicillinhaltigen Medium (nach MEDILL u. O’ KANE, 
1954) naiher untersucht und es sollte festgestellt werden, ob es sich dabei 
um echtes L-Phasenwachstum oder um die Bildung von Involutions- 
formen handelt. Denn es ist zu beachten, daB L-Phasenwachstum nur 
auf sehr komplexen Niahrbéden (Serum-, Ascitesnihrboden und auch 
nur auf Agar, im allgemeinen aber nicht in Fliissigkeitskulturen; vgl. 
dazu von neueren Arbeiten LinBERMEISTER sowie ABRAMS), auftritt. 


Methodik. 


1. Stamm. Bacterium vulgare (Proteus vulgaris Hauser) des Instituts fiir Mikro- 
biologie der Universitat Gottingen. 

2. Nahrmedien. a) Fleischextrakt-Pepton-Agar (FP1), ein Nahrboden auf dem 
Proteus sehr gut Schwarmzellen bildet: 1% Liebigs Fleischextrakt, 1% Pepton, 
2% Agar. b) Glucose-Lactat Nahrmedium (GL) nach MEDILL u. O’ Kane (1954) als 
Nahrlésung und als Nahrboden mit 2% Agar. Zusammensetzung: Glucose 1%; 
Na-Lactat 2%, Casamino acids (Difco) vitaminfrei 0,5% ; KH,PO, 0,1%; K,HPO, 
0,9%; Nicotinsiureamid 1 y/ml; Salzmischung 0,2%. c) Standardnahrlosung und 
-agar (2%) mit Fleischextrakt 0,3%, Pepton 0,5%. 

3. Gerate. ZeiB Phasenkontrasteinrichtung mit Prismenphotoaufsatz fiir Leica. 
Herstellung der mikroskopischen Priparate nach der Agarblockmethode. Homo- 
genisierung des Zellmaterials im wassergekiihlten Homogenisator (BUHLER, Tiibin- 
gen) mit max. 40000 U/min. Bestimmung der Extinktion = Triibungsmessung mit 
Leitz-Kompensationsphotometer bei 495 my in 20 mm Ciivetten. 

4. Papierchromatographische Trennung der Aminoséuren [nach 
24 Std. Hydrolyse der gewaschenen Bakteriensubstanz bei 100° C in 6n HCl unter 
Zusatz von Amylalkohol nach Strrerp (1949) und Abscheidung von Begleit- 
stoffen mit Kationenaustauscher (Dowex 50)], eindimensional nach PARTRIDGE 
(1948), zweidimensional nach PrEeNnntIG (1954). 


Ergebnisse. 
Die Angaben der meisten Autoren tber das L-Phasenwachstum der 
Bakterien stimmen darin tiberein, dal} diese Wachstumsart — zumindest 


wahrend der ersten Passagen — nur auf komplexen natiirlichen Nahr- 
medien erfolgt, so auf Serum- oder Ascitesnahrmedien (KLIENEBERGER- 


Noset, 1951; Dienzs, 1949 u. a.). 
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Mepitt u. O'Kane (1954) beschreiben demgegeniiber ein einfaches 
Nahrmedium aus Glucose, Lactat und Aminoséuren, das ein L-Phasen- 
wachstum bei Proteus mirabilis unterhalten soll. Eigene Versuche er- 
gaben, dai dieses Medium ein sehr gutes Wachstum der normalen— 
Bakterienform von Proteus vulgaris erméglicht und der verwendete 
Bakterienstamm, der in Standardnahrlésung bei 50iEK Penicillin kein 
Wachstum zeigt, im GL-Medium nach Meprtt u. O’KANz dagegen auch 
bei Zusatz von 500iE Penicillin je ml innerhalb 24 Std bei 27°C 
auf Agar Kolonien entstehen laBt und die Nahrlésung triibt; beides sind 
makroskopische Merkmale fiir Bakterienwachstum. Die entstandenen 
Kolonien und die Triibung lieBen sich jedoch selbst bei Anwendung 
groBer Einsaatmengen nicht mit 
Sicherheit auf frischem penicillin- 
haltigen GL-Nahrmedium weiter- 
kultivieren. Die Kulturen waren 
aber noch lebensfahig, denn Uber- 
impfung auf penicillinfreien Nahr- 
boden fiihrte nach verlangerter 
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Abb. 1. Verlauf der Triibung von Proteus- halt, Ausbleiben des Wachstums 


Kulturen in GL-Naihrlédsung mit und ohne ; ry . ¢ 10 : 

Penicillin. bei Ubertragung auf gleiches 
Nahrmedium, dennoch Lebens- 
fahigkeit auf penicillinfreiem Nahrboden — lieB eine weitere Unter- 


suchung dieser Erscheinung wiinschenswert erscheinen. 


Durch Triibungsmessung wurde der Verlauf des Wachstums von Proteus in 
penicillinhaltiger und -freier GL-Nahrlésung verfolgt. 5 ml GL-Nahrlésung in 
Reagensglasern in Schraglage bei 27° C wurden mit der gleichen Menge einer Sus- 
pension von Bakterienzellen (in 0,994 NaCl), die nacheinander zweimal 24 Std auf 
FPl-Agar bei 27° C geziichtet worden waren, beimpft. Triibungsmessung nach 
Verdiinnen der Kulturlésung auf 10 ml mit 0,99 NaCl. i 


Der Verlauf der Wachstumskurven von Proteus in penicillinhaltiger 
und -freier Nahrlésung lat wesentliche Unterschiede erkennen (s. Abb. 1). 
Im penicillinfreien Medium ist das Wachstum wiihrend der Beobachtungs- 
zeit ungehemmt; im penicillinhaltigen Medium erfolgt Wachstum, d. h. 
Zunahme der Triibung nur wihrend 8 Std, bis dahin allerdings mit 
annihernd der gleichen Geschwindigkeit wie in penicillinfreier Nahr- 
lésung. Bei naherer Untersuchung zeigt auch die Wachstumskurve in 


penicillinhaltigem Medium einen fiir Bakterienwachstum typischen 
Verlauf. 
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Fir die vorzeitige Beendigung des Wachstums ergeben sich zwei 
Méglichkeiten, entweder enthalt die Nahrlésung fiir das Wachstum bei 
Gegenwart von Penicillin einen Faktor in nicht ausreichender Menge 
oder die entstehende Triibung ist von der Menge und den Eigenschaften 
der Einsaatzellen abhangig. Von den sechs Bestandteilen der N&ahrlésung 
erwiesen sich nur vier als notwendig, um eine Triibung zu erreichen, die 
der vollstandigen Nahrlosung entsprach (s. Tab. 1). Die Notwendigkeit 


Tabelle 1. Abhdngigkeit der Triibung von Proteus nach 24 Std bei 27° C 
in penicillinhaltiger GL-Ndhrlosing von deren einzelnen Bentndieion 


Extinktion 


Wolistandice GU-Nabrlosung 0% 2 a. a 2 Se | 0,86 
gleiche Nahrlosung ohne Glucose | 0,41 
i Pes ohne Na-Lactat eer ar Caer he | 0,18 
3 ohne K-phosphats fecsa-6e cs 4 see 0,05 
eR 35 ohne Casamino acids .... . yas ae 0,07 
Ss 55 mit fiinffacher Menge Casamino aids St sce 0,79 


des Kaliumphosphats lief sich nicht eindeutig nachweisen, da der 
pu-Wert der phosphatfreien Losung beim Sterilisieren auf pq 5,2 absank. 
Da Kaliumphosphat, Glucose und Na-Lactat in groBem Uberschuf 
vorhanden sind, konnte der Mangelfaktor nur unter den Bestandteilen 
des Caseinhydrolysats zu suchen sein. Die fiinffache Menge Casein- 
hydrolysat ergab jedoch die gleiche Triibung, woraus hervorgeht, dal 
das Wachstum nicht durch einen im Minimum befindlichen Faktor der 
Nahrlésung begrenzt wird. Dahingegen erwiesen sich Menge und Alter 
der Einsaat als Faktoren, die den Endwert der Triibung nach 24 Std 
wesentlich beeinflussen (Tab. 2). Bei Verwendung junger Zellen erhalt 


Tabelle 2. Abhdngigkeit der Triibung von Proteus nach 24 Std bet 27° C 
m penicillnbaltiger GL-Ndhrlésung vom Alter und der Menge der Hinsaat 


Alter der Einsaat | 24 Std | 28 Tage 
| | | j | | | 
Menge der Einsaatin | | | | | | 
willkiirl. Einheiten iI 2 Ame |'(0) 20 35 DOM LOO 20 200 
Extinktion . 0,02 | 0,04 | 0,14 | 0,41 | 0,80 | 1,06 202 | 1,64 | 0,05 | 0,12 


man fast eine lineare Abhingigkeit der Endtritbung von der Menge der 
Einsaat; je groBer die Einsaat, desto groBer die resultierende Triibung. 
Es scheint demnach, da®B die Zellen nach einer konstanten Zahl von 
Wachstumsschritten in penicillinhaltiger Nahrlésung — im Gegensatz 
zu normalen Kulturen — unabhangig von der Anfangszellkonzentration 
das Wachstum einstellen. Der Vergleich mit einer Suspension 28 Tage 
alter Einsaatzellen ergibt bei vergleichbaren Mengen eine weit geringere 
Triibung, so da offensichtlich nur eine geringe Zahl von Zellen zu emem 
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Wachstum befihigt ist, wahrscheinlich nur noch die stoffwechselaktiven 
Zellen, da die Art der Penicillinwirkung wesentlich vom Alter der Zellen 
einer Bakterienkultur abhingt, wie LieBERMEISTER (1953/54) durch 
Keimzahlbestimmungen und Triibungsmessungen an Proteus-Kulturen 
in Bouillonnahrlésung nachgewiesen hat. 

Die mikroskopische Untersuchung des Wachstumsverlaufs gibt Auf- 
schluB, in welcher Weise das Wachstum der Zellen erfolgt, bzw. wie die 
Triibung der Nahrlisung oder auch die Koloniebildung auf Agar zustande 


Abb. 2. Umwandlung von normalen Protews-Stibchen in groBe Kugelzellen (a—e), Ablésung einer 

Membran (d), gleiche Kugelzelle nach Aufbrechen der inneren Membran (e). (Die dunkle Kugel 

links oben von der Involutionsform gehért nicht zu dieser.) Kultur bei 27° in GL-Nihrlésung mit 
500 iE Penicillin. Phasenkontrastaufnahme. 


kommen. Etwa 1—2 Std lang zeigen die Bakterienzellen in penicillin- 
haltiger GL-Nahrlésung keine Veriinderung, selbst ihre Beweglichkeit 
bleibt bestehen. Danach weisen die Bakterienstibchen kugelige An- 
schwellungen auf, die in Ein- oder Mehrzahl meist seitlich aus den 
Stabchen hervorquellen (Abb. 2a, b, aihnlich wie bei StempEN u. Hut- 
CHINSON, 1951, beschrieben). Diese kugeligen Ausstiilpungen vergr6Bern 
sich allmihlich, wobei die Bakterienzelle meist abgewinkelt wird. 
SchlieBlich erreichen die Kugeln eine betrachtliche Grobe und die Reste 
der Bakterienzelle sitzen ihnen nur noch als kleine Vorspriinge auf 
(Abb. 2c) oder sind tiberhaupt nicht mehr zu erkennen (Abb. 2d). Es 
scheint, da die stark lichtabsorbierende Substanz des urspriinglichen 
Bakterienstiibchens (Cytoplasma) allmahlich in den kugeligen Schwell- 
kérper hineingezogen wird und schlieBlich nur noch die leeren Hiillen des 
Bakterienkérpers an der groBen Kugelzelle haften. Mit der Bildung der 
groBen Kugelzellen (ahnliche Gebilde werden in der angelsaichsischen 
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Literatur haufig als ,,large bodies‘ bezeichnet) ist jedoch noch nicht das 
Endstadium erreicht, sondern es erfolgt eine weitere VergréBerung der 
Kugelzelle durch seitliches Ablésen einer Membran. Dieser Vorgang 
kann schlieBlich so weit fortschreiten, daB die urspriinglich die ganze 
Kugelzelle erfiillende stark lichtabsorbierende Substanz nur noch einen 
Kugelabschnitt einnimmt (Abb. 2d). Zwischen der dunklen Substanz 
und der abgelésten Membran ist eine helle Fliissigkeit eingeschlossen, in 
der sich keine Festkérper erkennen lassen. Die lichtbrechende Substanz 
(Cytoplasma) ist ebenfalls fliissig; in ihr sind kleine stark lichtabsor- 
bierende kugel- oder staébchenférmige Kérperchen zu erkennen, die sich 
in lebhafter Brownscher Molekularbewegung befinden und daher 
photographisch nicht abbildbar sind. 


Die Beobachtung der Umwandlung der Bakterienzelle in eine Kugel- 
zelle, an der auBer Lyse keine weitere Veranderung — vor allem keine 
Teilung, wahrgenommen werden kann, gibt eine einfache Erklarung fir 
das vorzeitige Erliegen des Wachstums der Bakterienkulturen in peni- 
cillinhaltiger GL-Nahrl6sung. Das beobachtete Wachstum besteht 
demnach nur in einer erheblichen VergroBerung der einzelnen Bakterien- 
zelle und ist beendet, wenn sich die Stibchenzellen in groBe Kugelzellen 
umgewandelt haben. 


Die Ablésung einer Membran von den Kugelzellen ist in cytologischer 
Hinsicht von besonderem Interesse (Abb. 2d), weil daraus abgeleitet 
werden kann, da® eine Bakterienzelle von zwei Membranen begrenzt 
wird. Die bisherigen Untersuchungen (s. Knaysti, 1951) fiihrten zu dem 
SchluB, daB die Bakterienzelle von zwei Membranen nach auBen hin 
abgegrenzt sein mu8, deren Existenz sich jedoch nur schwer nachweisen 
lieB. Die 4uBere Membran wird allgemein als Zellwand (cell wall) be- 
zeichnet und die innere, die das Cytoplasma umgibt, als cytoplasma- 
tische Membran (cytoplasmatic membran). Wenn man annimmt, daf 
die Membranstruktur der Kugelzellen den Bakterienzellen entspricht, 
dann miiBte die abgeléste Membran, die die inhaltskorperfreie, kon- 
trastlose Flissigkeit umschlieBt, der Zellwand entsprechen. Die zweite 
Membran, die den jetzt fliissigen ehemaligen Zellk6rper in einer von der 
Kugelgestalt abweichenden Form erhialt, wiirde dann als die cyto- 
plasmatische Membran anzusehen sein. Ob es sich bei den zu beobachten- 
den Strukturen um wirklich ,,sichtbare‘‘ Membranen oder um Licht- 
beugungseffekte an stabilen Grenzflichen handelt, die ebenfalls als 
Membranen bezeichnet werden miissen, kann natiirlich nicht entschieden 
werden. Die kontrastreiche, fliissige Masse in den Kugelzellen, die aus 
dem Cytoplasma hervorgegangen ist, hat eine Gestalt, die von der Kugel- 
form abweicht und daher nur durch eine Membran_hervorgerufen 


werden kann (Abb. 2d). 
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Weiterhin laBt sich gelegentlich beobachten, daf die cytoplasmatische 
Membran plétzlich aufbricht und das Cytoplasma sich in den groBen von 
der Zellwand umschlossenen Raum ergieBt, so daB das ganze kugelige 
Gebilde nun gleichmafig kontrastiert erscheint (Abb. 2d rechts und e). 
Innerhalb der groBen Kugel lassen sich dann noch Reste der cytoplas- 
matischen Membran erkennen (Abb. 2e links). Als letzte Veranderung 
der Kugelzellen kann man gelegentlich beobachten, daB auch die Zell- 
wand aufbricht und der gesamte fliissigkeitsgefillte Korper plotzlich 
verschwindet. TuLASNE (1950) hat die Bildung von Kugelzellen bei 
Proteus als VergréBerung einer Vacuole beschrieben, was sich mit den 
eigenen Beobachtungen nicht in Einklang bringen laBt. Das Vorhanden- 
sein von Membranen bei den Kugelzellen ist ein weiterer Hinweis, dal es 
sich bei den beobachteten Gebilden nicht um eigentliches L-Phasen- 
wachstum handelt, das entsprechend den licht- und elektronenmikro- 
skopischen Untersuchungen von KANDLER u. KANDLER (1955) als 
membranlos angesehen werden mub. 

Die beschriebenen Untersuchungen haben das Wachstum von Proteus 
in einem Medium mit hohem Penicillingehalt lediglich als eine Ver- 
groBerung der einzelnen Bakterienzelle erkennen lassen. Bei héheren 
Organismen wiirde die beobachtete irreversible Substanzzunahme als 
Wachstum gelten. Bei einzelligen Mikroorganismen ist jedoch nicht das 
Wachstum, sondern die Vermehrung biologisch entscheidend. Es galt 


Tabelle 3. Keimzahlungen an Proteuskulturen, die in penicillinhaltiger Q@L-Néhrlésung 
gewachsen waren 


Alter der Verdiinnungs- PlattenguB- 
Hinsaatzellen methode methode 
Keimzahl in Anfangslésung je ml 108 2 107 
24 Std _ Keimzahl nach 24 Std bei 500iE 
Penicillin je ml | 3,4 x 104 5x 104 
tiberlebende Keime Prozent 0,03 0,25 
Keimzahl in Anfangslésung je ml 1,4 x 10° LOS TR 
28 Tage Keimzahl nach 24 Std bei 500 iE 
Penicillin je ml 5,4 x 108 108 
| tiberlebende Keime Prozent | 0,39 : 0,6 
| Keimzahl nach 24 Std bei 500iK | 
Penicillin je ml EZ Derg OF 2 104 
24 Std | Keimzahl nach 5 min Homogenisieren | 0,8 x 104 | 104 


36 50 


| 
| 

25 . 
| = ae 
| 
| 


iiberlebende Keime Prozent 


Keimzahl in Suspension normaler 
Zellen in 0,9% NaCl TAX 255 Bevo? 

24 Std Keimzahl nach 5 min Homogenisieren 3x 107 | 157 o<ehO3 

tiberlebende Keime Prozent | 43 68 
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daher zu untersuchen, ob die beschriebenen Kugelzellen lebensfihig sind 
und ob sie dariiber hinaus doch Vermehrungsstadien sind, indem sie 
vielleicht kleine vermehrungsfahige Einheiten enthalten. Die Keimzahl- 
bestimmungen, die nach der Verdiinnungsmethode [ausgewertet nach den 
Tabellen in PorTER (1950) fiir zehn Testréhrchen je Verdiinnungsstufe] 
und dem Plattenguiverfahren ausgefiihrt wurden, ergaben jedoch, dak 
die Kugelzellen als tot und somit als Involutionsformen angesehen 
werden miissen (s. Tab. 3). Bei Verwendung von jungen und alten Ein- 
saatzellen waren nach 24 Std in penicillinhaltiger GL-Nahrlésung nur 
noch weniger als 1° der Keime lebensfahig, d.h. befahigt, eine Triibung 
in Standardnahrlosung oder eine Kolonie auf Standardnihragar hervor- 
zurufen. Da die Méglichkeit bestand, daB die groBen Kugelzellen in 
ihrem Innern  lebensfihige Einheiten  ein- 
geschlossen hielten, wurden die Membranen durch 
Homogenisieren zerstort. Danach wurde jedoch 
keine Zunahme der Keimzahl sondern eine weitere 
Abnahme gefunden. Die Abnahme der Keimzahl, 
die méglicherweise noch im Bereich der Fehler- 
grenze der Zahlmethoden liegt, betrug ebenso 
wie nach dem Homogenisieren von normalen Cok ade 
Bakterienzellen etwa 50%. Es besteht also die eke os “es a, f 
Vermutung, daB selbst die wenigen noch lebens- 4), 3 Unverinaerte Bak- 
fahigen Keime nicht von den Kugelzellen ab- _ terienzellen in Kugelzellmasse 
stammen, sondern von Normalzellen, die viel- arenicnenaae water 
leicht infolge geringer physiologischer Aktivitét — Phasenkontrastaufnahme. 
unverindert geblieben sind. NaturgemaB 1aBt 

sich diese Vermutung nur schwer beweisen, doch konnten offen- 
sichtlich unveranderte Normalzellen innerhalb der Kugelzellmassen 
von Agarkolonien aufgefunden werden (Abb. 3). Es handelt sich dabei 
moglicherweise um die gleichen Formen, die Raerria (1954) als 
,Kleinformen‘ beschreibt. Wenn auch die Lebensfahigkeit dieser 
Stibchenzellen fraglich ist [es kénnte sich dabei auch um nicht mehr 
umwandelbare B-Typen nach Putvertarr (1952) handeln], kann als 
sicher gelten, daf die Kugelzellen entsprechend der tiblichen bakterio- 
logischen Definition zum weitaus groBten Teil tot sind. 

Die tiefgreifenden morphologischen Veranderungen der Proteus-Zellen 
unter dem Einflu8 hoher Penicillinkonzentration kénnen nur als das 
sichtbare Ergebnis eines gestorten Stoffwechsels der Zellen angesehen 
werden und miissen somit auch an der Sauerstoffaufnahme der sich 
umwandelnden Zellen nachweisbar sein. Fiir die Wirkung von Penicillin 
auf die Atmung von Bakterienzellen ist charakteristisch, daf eine 
Hemmung gewohnlich erst einige Zeit nach Zusatz des Reagens zur 


Bakterienkultur erfolgt (CHArN u. Mitarb., 1949). Bei der Keimung von 
28 
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Sporen von B. anthracis, der unter PenicillineinfluB ebenfalls Kugel- 
zellen bildet, hatten JENSEN u. Mitarb. (1954) festgestellt, daB die 
Sauerstoffaufnahme wihrend der Bildung der Kugelzellen der Atmung 
normaler Zellen etwa 1—2 Std lang entspricht, bis plétzlich bei gleich- 
zeitiger Lyse der Zellen die Atmung rasch abfallt. 

Die eigenen Atmungsmessungen an Proteus wurden nach der tblichen WarR- 
BuRG-Methodik durchgefiihrt (UMBReErr u. Mitarb. 1951). 0,1 ml einer Suspension 
(in 0,99 NaCl) von Zellen, die 3mal 24 Std auf FP1 Agar kultiviert worden waren, 
wurden nach Temperaturausgleich den Nahrlésungen (2 ml), die kein oder 500 iE 
Penicillin je ml enthielten, zugesetzt. 

Ohne Penicillin ist das Wachstum von Proteus in GL- und Standard- 
nahrlosung (s. 8.401) gleich, lediglich der raschere Anstieg der Atmungs- 
kurve in der Standardnahrlésung deutet auf giimstigere Wachstums- 
bedingungen hin (Abb. 4). Bei gleichzeitigem Penicillingehalt unter- 
scheiden sich die Atmungskurven 
inden beiden Nahrlosungen vollig: 
In Standardnahrlésung nach 
kurzem Anstieg sofortiger Ab- 
fall, in GL-Nahrlosung im Mef- 
bereich lediglich eine zunichst 
geringe, dann stirker werdende 
Hemmung der Atmung, ohne 
einen Abfall. Mepru u. O’KANE 


/- (1954) hatten das _ schlechte 
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Zeit ergebnis darauf hin, da’ in dem 

Abb. 4. Sauerstoffaufhahme von Proteus-Zellen in komplexen Medium bei Gegen- 
Standard- und GL-Nihrlisung mit und ohne + sqys : A 

Penicillin, wart von Penicillin die Bakterien- 

zellen nach kurzer Zeit lysieren, 

wahrend in dem weniger giinstigen GL-Medium die Lyse verzégert 

wird — oder vielleicht infolge des Fehlens von Aktivatoren der proteo- 

lytischen Enzyme — iiberhaupt nicht erfolgt. 


| 


Die papierchromatographische Untersuchung der Aminosiiure- 
zusammensetzung der normalen Proteus-Zellen und der auf peni- 
cillinhaltiger GL-Nahrlésung entstandenen Kugelzellen ergab keine 
Unterschiede. Es konnten in beiden Fallen folgende Aminosiuren 
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nachgewiesen werden: Lysin, Asparaginsiure, Glutaminsiure, Threonin, 
Arginin, Glykokoll, «-Alanin, Prolin, Leucin, Tsoleucin, Phenylalanin, 
Tryptophan, Valin, Tyrosin, Histidin. Quantitative Unterschiede lieBen 
sich mit der angewandten Methodik nicht nachweisen (vel. dazu 
weiter RippeL-BaLpss, Busca u. RADLER). 


Diskussion, 

Die Entdeckung einer zweiten Wachstumsform der Bakterien hat zu 
einer lebhaften Bearbeitung dieses Gebiets gefiihrt. (Zusammenfassende 
Arbeiten siehe KLIENEBERGER-NOBEL, 1951; DIENES u. WEINBERGER, 
1951; KaNDLER u. KanDLER, 1955 u. a.). Die Folge davon ist, daB die 
Terminologie einzelner Autoren stark voneinander abweicht; so werden 
Begriffe, die zur Beschreibung eines Vorganges an einer Zelle dienen, auf 
das Kolonienwachstum tibertragen, wodurch Unklarheiten entstehen 
k6nnen. Eine strenge Definition der Begriffe ist von TULASNE u. Mitarb. 
(1953) versucht worden, doch diirfte der von ihm postulierte vollstindige 
Cyclus, worin die Entwicklung von fast submikroskopischen Granula 
(formes naines) zu normalen Bakterienzellen angenommen wird, nicht 
allgemein anwendbar sein. Bei einer Reihe von Bakterien lassen sich 
zwei Entwicklungsformen unterscheiden, die cellulaire Phase und die 
L-Phase, die beide ineinander tthergehen k6nnen. In der celluliren 
Phase ist die normale Zelle die Lebenseinheit. Die L-Phase besteht aus 
morphologisch schwer beschreibbaren meist kugeligen Gebilden, die sehr 
plastisch und fragil sind und die Fahigkeit zur Vermehrung haben. 
AuBerdem lassen sich beim L-Phasenwachstum kleine Einheiten (Gra- 
nula, formes naines, L-Formen) beobachten, deren Lebensfahigkeit 
allerdings bisher noch in Zweifel gezogen wird, da sie nur in einem 
Fall nachgewiesen werden konnte (KLIENEBERGER-NOBEL, 1949b 
1951). 

AuBer diesen beiden Wachstumsformen kénnen Bakterien spontan 
oder unter den verschiedensten Einfliissen gelegentlich fast jede Gestalt 
annehmen. Diese Gebilde, vor allem die fortgeschritteneren, alteren 
Stadien sind in der Regel nicht mehr lebensfahig, also als Degenerations- 
formen anzusehen. Diese Degenerationsformen kénnen entsprechend der 
alten Terminologie Involutionsformen genannt werden; Bezeichnungen 
wie Kugelzellen, large bodies und dergleichen sind lediglich morpho- 
logische Beschreibungen eines beobachteten Zustandes, der nichts tiber 
die Bedeutung oder die Lebensfahigkeit der Zellen aussagt. Nicht mehr 
entwicklungsfahige Formen, auch wenn sie das gleiche Aussehen haben 
wie das bakterielle L-Phasenwachstum, sind Involutionsformen. Als 
Degenerationsformen kénnen sich Involutionsformen in biochemischer 
Hinsicht durchaus in einem Zustand physiologischer Jugend (SHERMAN 
u. ALBus, 1923) befinden, worauf ein vermehrter Anteil an Desoxy- 

28* 
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ribonucleinsiiure (RrPPEL-BALDES u. Buscu, 1954) und eine zwar zeitlich 
verzogerte, aber absolut gleiche oder sogar etwas gesteigerte Atmung 
(MiiLEeR) hinzudeuten scheinen. Physiologische Jugend, im Gegensatz 
zu Dauer- oder Ruhezellen, ist ein Zustand héherer Empfindlichkeit 
gegeniiber schadigenden Einfliissen, so daf} das Fehlen der Lebensfahig- 
keit von Involutionsformen nicht im Widerspruch dazu steht. Im tibrigen 
sind nicht alle Involutionsformen abgestorben, wie seit langer Zeit fiir 
die Temperatur-Involutionsformen der Essigsiéurebakterien bekannt ist. 
AuBerdem ist zu beachten, daf zum mindesten vor der Bildung von 
Salz-Involutionsformen eine Vermehrung der Bakterien erfolgen kann, 
wie die makro- und mikroskopische Beobachtung der Kultur sowie die 
etwa gleichen Ernteertrage bei Involutionsformen zeigen (RIPPEL- 
BautpeEs, BuscH u. RapDLER). Danach scheint die Penicillinwirkung 
graduell erheblich starker zu sein. 


Die eigenen Versuche haben ergeben, dai Proteus-Zellen, die unter dem 
EinfluB von Penicillin in Involutionsformen tibergehen, unter geeigneten 
Bedingungen Erscheinungen hervorrufen kénnen, die dem normalen 
Bakterienwachstum sehr ahnlich sind und tberdies dem bakteriellen 
L-Phasenwachstum morphologisch gleichen. [Abb. von L-Phasen- 
wachstum s. H6PKEN u. BARTMANN (1955); KANDLER u. KANDLER 
(1955) u. a.]. 

Neben der Verwechslung mit Gebilden, die bei der Sterilisation von 
Nahrmedien entstehen kénnen (v. Prirrwitz u. GAFFRON, 1955; Voss, 
1952), besteht die Méglichkeit, Involutionsformen fiir L-Phasenwachstum 
zu halten. Die hier beschriebenen Involutionsformen von Protews unter- 
scheiden sich auBerdem durch den Besitz von mindestens einer Membran 
von dem L-Phasenwachstum der Bakterien, das ebenso wie die pleuro- 
pheumoniedéhnlichen Organismen durch das Fehlen einer Membran 
ausgezeichnet sein soll (KANDLER u. KANDLER, 1955). Rusio HuERTos 
u. Mitarb. (1955) haben eine Membran bei L-Formen, die eigentlich 
Involutionsformen sind, beobachtet, was mit den Ergebnissen der 
vorliegenden Arbeit iibereinstimmt. 

Nachtrag. Nach Abschlu8 dieser Arbeit erschien eine Mitteilung von H. Stem- 
pEn!, in der gezeigt wird, daB bei Proteus vulgaris, Stamm OX19, die unter Ein- 
wirkung von Penicillin entstandenen ,,large bodies‘‘ von einer Zellmembran um- 
geben sind. Die Versuche waren auf ,,nutrient agar‘ und auf ,,blood agar‘ durch- 
gefiihrt; im ersten Falle entwickelten sich die ,,large bodies‘ nicht mehr, im zweiten 
Falle wuchsen sie zu normalen Staibchen aus. Wir méchten vermuten, daB der 
erste Fall (,,nutrient agar‘, 0,3% Fleischextrakt + 0,5° Pepton) den von uns be- 
obachteten Involutionsformen entspricht, der zweite Fall den tiblichen Serum- 
nahrbéden. Kine Zellmembran ware aber in beiden Fallen vorhanden; sie wiirde 


demnach kein Unterscheidungsmerkmal zwischen Involutionsform und L-Phase 
sein. Aber es wird noch vieler Untersuchungen bediirfen, um festzustellen, ob eine 


1 J, Bacteriol. 70, 177 (1955). 
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klare Unterscheidung zwischen beiden Erscheinungsformen méclich ist. — Ebenso 
stellte soeben N. TausrnecK! eine Membran bei Penicillin-Formen dieses Bak- 
teriums fest. 


Zusammenfassung. 


1. Unter dem Einflu8 von Penicillin bildet Bacterium vulgare (Proteus 
vulgaris) in einer einfachen serumfreien Nahrlosung Kugelzellen, die in 
ihrer Gestalt von der Normalform der Bakterienzelle stark abweichen, 
aber in ihrer Entstehung und im Erscheinungsbild dem L-Phasen- 
wachstum sehr ahneln. 


2. Phasenkontrastmikroskopische Untersuchungen ergaben, da die 
beobachteten Formen sich vom L-Phasenwachstum durch den Besitz 
von wahrscheinlich zwei Membranen unterscheiden. 


3. Lebendzellzihlungen und Triibungsmessungen fiihrten zu dem 
SchluB, daB diese Kugelzellen nach der iiblichen Definition weder lebens- 
fahig sind, noch in ihrem Innern lebensfihige Keime enthalten, so daf 
sie als degenerative Stadien oder Involutionsformen bezeichnet werden 
k6énnen. Die Weiterentwicklung solcher Kulturen beim Uberimpfen geht 
offenbar von unveranderten Bakterienzellen aus, wie nach Homogeni- 
sieren der Kulturen durch Keimzahlbestimmungen wahrscheinlich ge- 
macht werden konnte. 


4. Die Wachstumserscheinungen von Proteus in einfachen penicillin- 
haltigen Medien sind trotz Ahnlichkeit mit bakteriellen Wachstums- 
erscheinungen und dem Vorhandensein oxydativer Stoffwechselvorginge 
nur ein Degenerationsvorgang. 
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(Aus dem Institut fiir Mikrobiologie und experimentelle Therapie, Jena.) 


Schnallenanomalien bei Polystictus versicolor (1). 


Von 
MANFRED GIRBARDT. 


Mit 7 Textabbildungen. 


(Hingegangen am 19. September 1955.) 


Die normalen, d. h. die am hiaufigsten beobachteten morphologischen 
Erscheinungen bei der Schnallenbildung der Basidiomyceten sind seit 
langem in die Lehrbiicher eingegangen (GAUMANN, 1926). Dessen un- 
geachtet werden Formananomalien der Schnallen in den meisten 
cytologischen Basidiomycetenarbeiten beschrieben. Sie gelten als die die 
Regel bestatigenden Ausnahmen und ,,tuen‘‘, wie GreIs (1937) schreibt, 
»dem Prinzip der Schnallenbildung keinen Abbruch‘‘. (Vgl. weitere 
Angaben bei Kyniep, 1915, 1917; BrensaupE, 1918; Bavucu, 1918; 
Brunswik, 1924; Harper, 1927; Kemper, 1937.) 

Es hat sich gezeigt, daB die Phasenkontrast-Lebendbeobachtung 
einen guten Einblick in das Zellgeschehen der Hyphen von Polystictus 
versicolor gewadhrt (GIRBARDT, 1955b). Dadurch gewinnen die Schnallen- 
anomalien tiber ihren morphologischen Wert hinaus an Bedeutung fiir 
die experimentelle Zellforschung. Werden die bei der normalen Schnallen- 
bildung ablaufenden Vorgange mit den entsprechenden bei anomalen 
Schnallen verglichen, so sind tiefere Einblicke in verschiedene Er- 
scheinungen (Fusionen, Schnallenkrimmung, Kernwanderung) zu er- 
warten. Die Beobachtungen dirften auBerdem geeignet sein, weitere 
kausalanalytische Arbeiten anzuregen. 


Die Anomalien bildeten sich in Kulturen, die auf Objekttrager-Agarfilmen 
wuchsen. In diesen Kulturen zeigten die tibrigen Hyphen vollig normales Verhalten. 
Die Anomalien sind deshalb vorliufig als reine Spontanerscheinungen aufzufassen. 
Es wurde nicht versucht, sie experimentell auszulésen. Die Ursachen fir die 
anomalen Bildungen werden daher nicht in den Kreis der Betrachtungen gezogen. 

Material (Polystictus versicolor L.) und Methode waren die gleichen wie in den 
beiden vorhergehenden Arbeiten (GrRBARDT, 1955a und b). 

Alle Phasenkontrast-Lebendaufnahmen sind im Abbildungsmafstab 1200:1 
wiedergegeben. Die wachsende Spitze liegt bei allen Abbildungen rechts. 


A. Zur Frage der Fusion des Schnallenauswuchses. 


BuLueR (1933) beobachtet an Coprinus sterquilinus, dali der Spitze 
des Schnallenauswuchses ein Hécker der Haupthyphe entgegenwachst 
und daB die Spitze dieses Héckers mit der des Schnallenauswuchses 
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fusioniert. Abb. 1 zeigt, daB bei Polystictus versicolor die gleichen Ver- 
haltnisse vorliegen. Die von den aneinandergepreBten Spitzen gebildete 
Berithrungsfliche (durch Pfeil markiert) liegt oberhalb der Haupthyphe. 

BULLER (1933) sieht in der Bildung des Fusionshéckers eine Bestati- 
gung seiner Vorstellung, da8 bei allen normalen (nicht parasitischen) 
Anastomosen nur ,,end-to-end‘‘-Fusionen auftreten kénnen, wahrend 
ganz allgemein ,,end-to-side‘‘-Fusionen unmdglich sind. Es mite 
danach in den wachsenden Spitzen ein 
durch besondere Membranstruktur oder 
besondere enzymatische Fahigkeit ausge- 
zeichneter ,,Fusionsort‘‘ (Ktster, 1951) 
vorliegen. 

Diese Vorstellung ist fiir die normale 
Schnallenbildung unwahrscheinlich. Der 
Schnallenauswuchs stellt nach 5—10 min 
eee ees §=6sein Wachstum ein. Erst 15—20 min spater 
Abb. 1. Schnalle von Polystictus versi- beginnt das Auswachsen des Fusions- 
color. Die sich berihrenden Mem- héckers. Die Spitze des Schnallenaus- 
branen zwischen Fusionshécker und " ys 4 
Schnallenauswuchs liegen oberhalb | Wuchses ist daher langst keine ,,wachsende 
pred yoo) ve aktat, h Pill Spitze’ mehr, wenn sich ihr der Fusions- 

hoécker anpreBt. 

Abb. 2 u. 3 sollen zeigen, daB die Spitze des Schnallenauswuchses kein 
vorgebildeter Fusionsort ist. Die Perforation der Membran kann an 
einer beliebigen Stelle des Schnallenauswuchses erfolgen. 


Der Schnallenauswuchs ist hier insofern anomal, als nicht die sonst iibliche 
Riickwartskriimmung bis zur Beriihrung der Haupthyphe erfolgt. Die Spitze des 
Schnallenauswuchses stellt ihr Wachstum in relativ gro8er Entfernung von der 
Haupthyphe ein. Der sich bildende Fusionshécker (Abb. 2a) wiichst nicht zur 
Spitze des Schnallenauswuchses sondern preft sich der Basis desselben an (Abb. 25). 
Hier erfolgt die Fusion. Der zunachst in der Schnallenspitze gelegene Kern wandert 
zuriick und tritt in die subterminale Zelle itber (Abb. 2¢ und Abb. 3). 

Ks ist anzunehmen, dai dem PerforationsprozeB eine lokale An- 
hiiufung oder Aktivierung membranlésender Enzyme vorausgehen muB. 
Méglicherweise steht das in dieser Phase morphologisch auffillige Ver- 
halten der Chondriosomen (Riickbildung des Wandkérpers) in der sub- 
terminalen Zelle mit der Bildung solcher Enzyme in ursiichlichem 
Zusammenhang. Es diirfte daher auch die Annahme gerechtfertigt sein, 
daB die Perforation der Membranen in der Hauptsache vom Plasma des 
Fusionshéckers und der subterminalen Zelle gesteuert wird. 

Zur Frage der Induktion des Fusionshéckers bemerkt BULLER (1933), 
daB der induzierende Reiz vermutlich von der Spitze des Schnallen- 
auswuchses erzeugt wird. Es diirfte hier ein chemischer Reiz vorliegen, 
da nach den in Abb. 2 dargestellten Beobachtungen ein Beriihrungsreiz 
ausscheidet. 
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Seit BuRGErF (1915 u. 1924) an Mucorineen die als Telemorphismus bezeichneten 
Erscheinungen beschrieben hat, liegt eine groBe Anzahl von Untersuchungen vor, 
die dem Problem der von bestimmten Stellen der Hyphen ausgehenden Fern- 
wirkungen gewidmet sind. Solche Fernwirkungen treten sowohl bei der Vereinigung 
kopulierender Zellen oder Organe wie auch bei vegetativen Anastomosen haufig in 
Erscheinung. (Vel. hierzu Larpacu, 1928, 1950; KéunER, 1929 u. 1930; BuLiEr, 
1933; Raper, 1939—1950; GrrBarpt, 1952; ZickimrR, 1952; Harrmann, 1955.) 

Bei der Annahme eines 

a @® © ©o- 
von der Schnallenspitze 
ausgeschiedenen — Stoffes Gal 
wire zu erwarten, dah 
die der Schnallenspitze am 
nachsten liegende Stelle der S) 
Haupthyphe den Fusions- eee 
hécker bildet. Dies ist in 
Abb. 2 sowie in Abb. 4 u. 5 
nicht der Fall. 


Der Ort der Fusions- y) 


héckerbildung mu daher Abb. 2. Anomale Schnalle von Polystictus versicolor 


(schematisch). Bildung eines Fusionshéckers hinter der 
durch andere Faktoren Querwand a, Anpressen des Fusionshéckers an die Basis 
zumindest mitbestimmt des Schnallenauswuchses 6, Fusion und Kerniibertritt ce. 


werden. Es scheint, als 
liege eine Praformation be- 
stimmter Stellen (in un- 
mittelbarer Nahe der Quer- 
wand) der Haupthyphe vor. 
Worauf die Praformation 
zurickzufiihren ist, laibt 
sich vorlaufig nicht sagen. ES as 
Besonders auffallig ist, daB Abb. 3. Anomale Schnalle von Polystictus versicolor 
der Fusionshocker jeweils (Erliuterung siehe Abb. 2). 
an der voriibergehend ein- 
kernig gewordenen Zelle gebildet wird. Normalerweise ist dies die sub- 
terminale, in Abb. 5 ist es die terminale Zelle. 

Es bleibt schlieBlich noch zu erértern, ob der Bildung des Fusions- 
héckers eine besondere Bedeutung zukommt. 


Zum Verstandnis der folgenden Betrachtungen miissen zunachst einige Eigen- 
schaften von Polystictus versicolor beschrieben werden. Die Hyphen besitzen einen 
hohen Turgor. Der im Innern herrschende Druck bewirkt, daB beim Anstechen 
einer Hyphe mit der Mikromanipulatornadel fast augenblicklich ein groBer Teil des 
Hypheninhaltes ausgestoBen wird. Weiter fiihrt er dazu, daB die Hyphen einer 
kiinstlichen Lageveranderung groBen Widerstand entgegensetzen. — Fur den 
Schnallenauswuchs ist ein begrenztes Wachstum charakteristisch. Es ist meist 
beendet, wenn die Spitze des Schnallenauswuchses die Haupthyphe eben erreicht 
hat, so daB sie sich dieser nur lose anlegt. 


(© © 4 —- © © — 
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Wenn an dieser Berithrungsstelle, ohne daf ein Fusionshécker gebildet wird, die 
Kommunikation der beiden Zellen erfolgen soll, miiBte eine intensive exogene 
Membranverwachsung dem PerforationsprozeB vorausgegangen sein. Ware dies 
nicht der Fall, wiirde sich der Turgor dahingehend auswirken, daf der Inhalt von 
Schnalle und subterminaler Zelle nach auBen entleert wird. 

Physikalisch gesehen, besteht aber auch die Méglichkeit, daB die 
Perforation in der Mitte einer druckfreien Flache beginnt. Die Bedeutung 
des Fusionshéckers lige dann méglicherweise darin, eine solche ,,druck- 
freie Sphare*‘ zu schaffen. 


Der Fusionshécker miiBte dann so lange wachsen, bis der Druck auf 
beiden Seiten der aneinandergepreBten Membranen entgegengesetzt 
gleich ist. Die auf die abgeplatteten Membranen wirkende resultierende 
Kraft wire dann = 0, und in dieser ,,drucklosen Zone‘ kénnte die 
Perforation fiir die Hyphe ,,gefahrlos‘‘ erfolgen. 


Wird der Fusionshécker wihrend seiner Entwicklung irgendwie ge- 
hemmt, dann kommt es nicht zu der charakteristischen Abplattung der 
Membranen. Es konnte beobachtet werden, da die Perforation trotzdem 
begann. Wenig spater wurde der Zellinhalt von Schnalle und sub- 
terminaler Zelle an der Fusionsstelle nach auBen gestoBen. Diese Be- 
obachtung stiitzt die oben dargelegten Betrachtungen. 


B. Zur Frage der biologischen Bedeutung der 
Riickwartskriimmung des Schnallenauswuchses. 

BULLER (1933) diskutiert das auffallig konstante Riickwartswachsen der Schnalle 
bei allen Hymeno- und Gastromyceten. Er kniipft daran Betrachtungen iiber die 
biologische Bedeutung dieses Vorganges an Hand einer ,,theoretical hypha‘‘, bei der 
die Schnalle vorwartswachst. Er kommt dabei zu dem SchluB, daB die Spitzenzelle 
voriibergehend einkernig werden miifte und diese Einkernigkeit jeweils zu einer 
Minderung der Wachstumsgeschwindigkeit fiihren miisse. Er sieht in der Be- 
obachtung von HARDER (1927), da die einkernigen Mycelien halb so schnell wie die 
zweikernigen wachsen, eine Bestiitigung seiner Vorstellung. 

Diese ,,theoretische Hyphe von BuLLEr konnte zweimal in normal 
wachsenden Kulturen von Pclystictus versicolor beobachtet werden. Da 
beide Male die wesentlichen Vorginge iibereinstimmten, soll nur ein 
Entwicklungsgang ausfiihrlich geschildert werden. 

Es bestatigte sich zunichst die Annahme von Butter, dab bei der 
Kernverteilung die subterminale Zelle 2, Spitzenzelle und Schnallen- 
auswuchs dagegen nur je einen Kern erhalten (Abb. 4a). — Diese An- 
nahme war nicht ohne weiteres zwingend. Die Kernverteilung erfolgt in 
einer Phase, in der noch keine Anzeichen einer Querwandbildung vor- 
handen sind. Der nach der Kernteilung aus dem Schnallenauswuchs in 
die Haupthyphe gelangende Tochterkern hatte daher ebenso nach vorn 
wandern kénnen. Es wire sogar wahrscheinlicher gewesen, daB er dies 
tut, denn das nach vorn wandernde Plasma in der Haupthyphe hatte 
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ihn ohne weiteres mitschleppen kénnen. Weshalb der Kern trotzdem 
nach riickwarts wanderte, mu8 ungeklirt bleiben. 


Beobachtungsdaten. Die Uhrzeit der gerade verschwindenden Nucleolen sei 
als Zeit 0 angenommen. Auf diese Zeit 0 beziehen sich alle folgenden Zeitangaben. 
Nach 8 min beginnen die ersten Zeichen der Querwandbildung. Alle 4 Kerne sind 
sichtbar, einer im Schnallenauswuchs, einer in der Spitzenzelle und 2 in der sub- 
terminalen Zelle (Abb.4a). Nach 30min ist die Wandbildung beendet, die Kerne der 


—_» 
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Abb. 4. Entwicklungsgang einer Schnalle von Polystictus versicolor mit anomal nach vorn gekriimmtem 
Schnallenauswuchs. (Nahere Erliuterung siehe Text; schematisch.) 


subterminalen Zelle sind in 50, Abstand von der Schnalle zum Stillstand ge- 
kommen. 

Zu diesem Zeitpunkt beginnt das Auswachsen der Nebenhyphe. Der Ort des 
Auswachsens liegt, wie normal, hinter der Querwand der Haupthyphe. Die beiden 
Kerne der subterminalen Zelle wandern wieder nach vorn und es bildet sich nach 
70 min eine Schnalle an der Nebenhyphe (Abb. 46). 

Wenige Minuten vor dieser Schnallenbildung entsteht vor der Haupthyphen- 
querwand ein nach riickwarts gerichteter Fusionshécker, der sich gegen die Schnal- 
lenspitze preBt. Die trennenden Wande werden aufgelést, und der Schnallenkern 
gelangt nach 82 min in die Spitzenzelle (Abb. 4¢ und 5). Wahrend dieser ganzen 
Zeit (fast 114 Std) zeigte die einkernige Spitzenzelle die gleiche Wachstums- 
geschwindigkeit wie mehrere danebenliegende, normal zweikernige Spitzenzellen 
(4,3—4,5 /min, siehe Tab. 1). 

Der aus dem Schnallenauswuchs in die Spitzenzelle gelangte Kern bewegt sich 
hier zunachst auBerordentlich beschleunigt nach vorn (vgl. Tab. 1). Seine Ge- 
schwindigkeit nimmt dann allmahlich ab. Nach 110 min hat er sich dem vorderen 
Kern bis auf 25 « genahert. Er hat in 28 min eine Strecke von 450 yz zuriickgelest ; 
fiir die gleiche Strecke bendtigte der vordere Kern 110 min. 


418 M. GirBARDT: 


Nach einiger Zeit gleichschneller Wanderung der beiden Kerne, schiebt sich der 
aus der Schnalle gekommene Kern an dem vorderen vorbei. Wahrend dieser Zeit 
entsteht an der Nebenhyphe die 2. Schnalle, und als diese kurz vor der Fusion 
steht, bildet sich auch an der Haupthyphe wieder eine Schnalle. Die bei dieser 
Schnallenbildung ablaufenden Vorginge sind normal. 

Das bereits erwaihnte (GrrBarDt, 1955b) eigenartige zeitliche Zusammentreffen 
von Fusion der Nebenhyphenschnalle und Entstehung der Haupthyphenschnalle 
trat (zufillig?) auch hier ein. Es wurde dabei lediglich ein Cyclus, der etwa 90 bis 
110 min dauert, ,,iibersprungen“. Im hier beschriebenen Fall betrug die zwischen der 
Bildung der anomalen Schnalle und der 
nachsten normalen Haupthyphenschnalle 
verstrichene Zeit 180 min. 

In dem hier interessierenden Zu- 
sammenhang ist auffallig, daB die 
erwartete Minderung der Wachstums- 

eae . ss) geschwindigkeit der voriibergehend 
Abb. 5, Nach vorn gekriimmter Schnallen- (82 min) einkernig gewordenen Spitzen- 
auswuchs von Polystictus versicolor. Der Il ich Adee Dio wWacher 
Fusionshécker wird von der terminalen zelle nicht eintrat. 1e achstums- 

rapid Shien geschwindigkeit steigerte sich auch 

nicht, als die Spitzenzelle den zweiten 

Kern erhalten hatte. Die Hyphe zeigte daher, dali sie waihrend des 
beobachteten Zeitabschnittes (180 min) mit konstanter Geschwindigkeit 
zu wachsen vermag, unabhingig davon, ob sie ein- oder zweikernig ist. 


Tabelle 1. Wachstums- und Kernwanderungsgeschwindigkeiten der Spitzenzelle einer 
Hyphe, deren Schnallenauswuchs nach vorn gekriimmt ist. 


| Geschwindigkeit in “/min | 


min nach / = —- = Bemerkung 
Nucleolus-Hintritt | Haupthyph. Kern S.-Kern | Spitze der Hyphe | 
30 — — 4,4 
70—75 aan — 4.5 
82 = = - | Fusion d. 
Schnalle 
85 —- 35 
92 —- 34 — 
98—100 2,7 8 4,3 
122—125 0) 3.0 4.5 
145—180 — 4,0—4,3 


Ks scheint danach fraglich, ob der Riickwartskritmmung des Schnallen- 
auswuchses die von BULLER angenommene_biologische Bedeutung 
zugemessen werden darf. Es diirfte nicht angaingig sein, in ihr einen 


besonderen Vorteil fiir die Ausbreitungsgeschwindigkeit des Pilzes zu 
suchen. 


C. Zur Frage der Mechanik der Kernwanderung. 


Die Mechanik der vielfach bei héheren und niederen Pflanzen be- 
obachteten Kernbewegungen konnte bislang nicht befriedigend auf- 
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geklart werden (vgl. BUNNina, 1953, S. 330). Es mu fraglich erscheinen, 
ob bei unseren derzeitigen geringen Kenntnissen iiber die Oberflichen- 
verhaltnisse des Kernes eine Diskussion iiber ,,aktive‘‘ oder ,,passive‘‘ 
Beweglichkeit angebracht ist. Es sei daher unterlassen, die darzustellen- 
den Beobachtungen mit einer der vielen Theorien zu ,,erkliren‘‘ oder 
daraus eine weitere Theorie abzuleiten. Dessen ungeachtet scheint das 
normale und anomale Verhalten der Kerne von Polystictus versicolor 
geeignet, weitere Arbeiten anzuregen. 

In einer neveren Arbeit postulieren Dowp1nG u. BAKERSPIGEL (1954) eine aktive 
Bewegung der Kerne von Gelasinospora tetrasperma. Dabei soll das Aktivitats- 
zentrum, wie bei Saugerspermien (GRESSON, 1948) in einem als Centrosom ge- 
deuteten Gebilde lokalisiert sein. Die in friiheren Arbeiten gemachten Annahmen, 
wie Ladung des Kernes und Wirkung auBerer Faktoren (Dowp1NnG u. BULLER, 1940; 
DownpineG u. Gowan, 1942) werden jetzt in Abrede gestellt. Ob ein Zusammenhang 
besteht zwischen diesem ,,Centrosom“ und der von GAUMANN (1941) geauBerten 
Ansicht, daB eine Ausscheidung schwacher organischer Sauren polar am Kern er- 
folgt, 14Bt sich vorlaufig nicht entscheiden. 

Im normalen Entwicklungscyclus von Polystictus versicolor zeigen die 
Kerne in der ersten, etwa 20 min wahrenden Phase nach ihrem jeweiligen 
Wiedererscheinen in der Spitzenzelle eine zunachst starke, dann all- 
mahlich abklingende Beschleunigung ihrer Bewegung. Etwa am Ende 
dieser Phase haben die Kerne ihre volle Grofe erreicht. Gleichzeitig ist 
die riickwarts gerichtete Bewegung des Kernes der subterminalen Zelle 
zum Stillstand gekommen. 

In der folgenden Phase, bis zum Beginn der nachsten Schnalle (etwa 
60 min), wandern die Kerne der Spitzenzelle mit ungefahr der gleichen 
Geschwindigkeit, mit der die wachsende Spitze sich vorwirts schiebt. 
Wird in dieser Phase experimentell das Wachstum der Spitze zum 
Stillstand gebracht (durch Zugabe von hypertonischer Phosphatlésung 
oder stark verdiinnter Veronallésung), dann hért auch augenblicklich die 
Wanderung der Kerne auf. Sie setzt wieder ein, wenn die Spitze erneut 
zu wachsen beginnt. In dieser zweiten Phase werden daher die Kerne 
entweder im wesentlichen von dem in der Hyphe sich vorwartsschieben- 
den Plasma mitgeschleppt oder sie schieben das vor ihnen liegende 
Plasma nach vorn. Um zwischen diesen beiden Moglichkeiten entscheiden 
zu konnen, miiBte experimentell entweder nur das Spitzenwachstum 
oder nur die Kernwanderung sistiert werden. Dies gelang bisher nicht. 

Erfolgversprechender scheint die Bearbeitung der ersten Phase zu sein. 
Die Bewegung der gerade entstandenen, kleinen Kerne findet auch 
statt, wenn das Wachstum der Spitze sistiert ist. Dies bezieht sich sowohl 
auf die Bewegung der Kerne in der Spitzenzelle wie auf die des Kernes 
in der subterminalen Zelle. 

In diesem Zusammenhang soll das Verhalten des Schnallenkernes bei 
der im vorigen Abschnitt beschriebenen Anomalie erortert werden. Im 
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Vergleich zum Normalfall gelangte dieser Kern stark verspatet in die 
Spitzenzelle. Der phasenoptisch ausgeblaBte Teil (geringer hydratisiertes 
Plasma?) dieser Spitzenzelle hatte inzwischen eine Lange von etwa 
400  erlangt. Diese Strecke durcheilte der Kern mit zunaichst etwa 
10facher Geschwindigkeit, die sich erst nach 10 min merklich verringerte 
und nach 20 min noch fast den 3fachen Wert der Normalgeschwindigkeit 
besaB (vgl. Tab. 1). Es scheint danach, als seien die Eigenschaften des 
Plasmas (kolloidchemischer Zu- 
25 stand ? Konzentrationspoten- 
yA b tiale ?) zumindest wesentlich mit- 
bestimmende Faktoren fiir das Zu- 
standekommen und die Geschwin- 
digkeit der Kernwanderung (vgl. 
BUNNING und SacrRomsky, 1948). 
m3 Nicht minder aufschluBreich 
diirfte eine Priifung des Ver- 
Abb. 6. Schema fiir das Zustandekommen von : 
Gabelungen bei Polystictus versicolor. — Bildung haltens der Kerne in der sub- 
einer ,,Kappe“ an der nicht mehr wachsenden terminalen Zelle werden. Den 
Spitze a. Das Weiterwachsen kann in Form einer b a. a 2 
oder zweier ¢ Hyphen erfolgen. bereits geschilderten Vorgangen 
(GIRBARDT, 1955b) sei hier noch 
hinzugefiigt, daB die riicklaiufige Bewegung des Schnallenkernes nach 
der Fusion auch dann erfolgt, wenn die Nebenhyphe bereits aus- 
gewachsen ist und der Haupthyphenkern sich langsam wieder nach 
vorn bewegt. 
An einem Beispiel sei dargestellt, da die riicklaiufige Bewegung 
beider Kerne der subterminalen Zelle nicht unbedingt zum Stillstand 
kommen mu. Dies geschieht regelmaBig in der Nahe von Gabelungen. 


Solche Gabelungen entstehen bei Polystictus versicolor folgender- 
maBen: Stellt eine Spitze voriibergehend ihr Wachstum ein, so bildet 
sich sehr bald in ihr eine phasenoptisch tiefschwarz erscheinende Kappe 
(Abb. 6a). (Es diirfte sich dabei um Degenerativbildungen des Plasmas 
handeln, wie sie ahnlich von GrRoHROCK (1934) bei Saprolegnia be- 
schrieben wurden und wie sie bei Polystictus auch als Wundverschluf8 
fungieren kénnen.) Wiichst die Hyphe weiter, so kann sie dies nach Art 
der Abb. 6b oder 6c¢ tun. Dabei bleiben Reste der dunklen Kappe 
seitlich (Abb. 66) oder in der Mitte (Abb. 6c) standig erhalten. 

Abb. 7 zeigt eine Gabelung, bei der die Hyphe I beide Kerne erhalten hat. In 
45  Abstand von der Gabelung bildet sich eine Schnalle (Abb. 7a). Der nach der 
Teilung auf die subterminale Zelle entfallende Kern wandert wie iiblich zunachst 
riickwarts. Als er die Gabelung erreicht hat, andert er seine Bewegungsrichtung und 


wandert in Hyphe II nach vorn. Der normalerweise eintretende Stillstand erfolgt 
nicht. 


Den gleichen Weg nimmt etwa 20 min spiater der nach erfolgter Fusion in 
Hyphe I gelangende Schnallenkern. Seine Geschwindigkeit betrigt anfangs das 
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12fache der normalen und nimmt rasch ab, als er bereits nach 5 min in die Nahe des 
vorderen Kernes in Hyphe II gelangt ist. Beide Kerne wandern nun in Hyphe II 
mit normaler Geschwindigkeit vorwarts. Nach 60 min schiebt sich der Schnallen- 
kern an dem vorderen vorbei, und wenig spiter bildet sich eine Schnalle. Fast 
gleichzeitig erfolgt in Hyphe I die Bildung der niachsten Schnalle. 


Auffallig ist wiederum die stark beschleunigte Bewegung des Schnallen- 
kernes unmittelbar nach der Fusion. Auch hier gelangt der Kern in 


Abb. 7. Gabelung von Polystictus versicolor. An Hyphe I bildet sich eine Schnalle. Der Haupthyphen- 
kern wandert zuriick und biegt an der Gabelungsstelle in Hyphe II ein a. Der Schnallenkern nimmt 
nach erfolgter Fusion den gleichen Weg 6. 


Plasma, das phasenoptisch anomal hell erscheint. Die bereits oben 
gemachte Feststellung, daB die Plasmaeigenschaften mitbestimmend 
fur die Geschwindigkeit der Kernwanderung sein diirften, wird auch hier 
bestatigt. 

Zusammenfassung. 

Es werden Lebendbeobachtungen an morphologisch anomalen 
Schnallen bei Polystictus versicolor beschrieben. 

Dem kernhaltigen Schnallenauswuchs wiachst ein Fusionshocker der 
Haupthyphe entgegen und preBt sich an einer beliebigen Stelle dem 
Schnallenauswuchs an. An dieser Stelle erfolgt die Perforation der Mem- 
branen und der Kerniibertritt. 

Der Fusionshécker wird normal von der subterminalen Zelle gebildet, 
er kann aber auch an der terminalen Zelle entstehen, wenn diese vortiber- 


gehend einkernig geworden ist. 
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Die Bedeutung des Fusionshéckers scheint darin zu liegen, daB die 
Membranen zwischen Schnallenauswuchs und subterminaler Zelle 
,druckfrei’ gemacht werden, damit die Membranperforation statt- 


finden kann. 
Eine voriibergehende Einkernigkeit der Scitearralle ist ohne EinfluB 


auf ihre Wachstumsgeschwindigkeit. 

Die Kerne kénnen unter bestimmten Bedingungen langere Zeit mit der 
10—12fachen Normalgeschwindigkeit wandern. Dabei scheint die 
Wanderungsgeschwindigkeit der Kerne wesentlich vom Zustand des 
Plasmas, in dem sie wandern, abhangig zu sein. 
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(Aus dem Institut fiir Mikrobiologie der Universitat Gottingen.) 


Uber die Zusammensetzung von Involutionsformen 
der Mikroorganismen. 


Von 
A. RIPPEL-BALDES, G. BUSCH und F, RADLER. 


(Hingegangen am 10. Oktober 1955.) 


Durch eine Reihe von chemischen und physikalischen: Einwirkungen 
lassen sich bei Mikroorganismen Involutionsformen erzielen, mehr oder 
weniger veranderte Formen, die im vorgeriickten Stadium abgestorben, 
im friihen anscheinend wenigstens teilweise noch entwicklungsfahig 
sind. Wie weit Zusammenhange mit den ,,large-bodies‘ und ,,L-Formen‘‘ 
bestehen, deren Zustandekommen man hauptsachlich unter der Wirkung 
von Antibiotica untersucht hat, sei dahingestellt ; hinsichtlich einiger dies- 
beztiglicher Erorterungen sei auf RrppeL-BALDES u. BuscH verwiesen. 

Es interessierte uns der Gehalt an Nucleinsiuren und Aminoséiuren 
- solcher Formen im Vergleich zu normalen. Dabei wurden zur Erzielung 
der Involutionsformen Einwirkungen anderer Art als Antibiotica ver- 
wendet. Tabelle 1 gibt eine Ubersicht dariiber. 


Tabelle 1. Hrzielung von Involutionsformen ber Mikroorganismen. 


~ Organismus Nahrlésung Behandlung Verinderung 
Bacterium Difco-Fleischextrakt 0,3%; 0,1 mol Fadige Formen 
prodigiosum Pepton 0,5%%; Glucose 2,0% CaCl, von 50 wu Linge 
Bacterium Pepton 1,0%; KH,PO, hédhere Tem- | kugelige bis 
xylinum 0,1%; Ca,(HPO,), 0,1%; peratur, keulige Formen 
MgSO, 0,10%; Glucose | 34—38°C 


3,0%; Essigséure 1,0% ; 
Athylalkohol 4 Vol % 


Azotobacter K,HPO, 0,1%; CaCO, 0,1%; | 6% MgCO, kugelig ange- 


chroococcum MgSO, 0,05%; FeSO, schwollene, oft 
0,01%; Na,MoO, 0,01% ; | zu kurzen Glie- 
Mannit 2,0% dern zusammen- 


bleibende Zellen 


Aspergillus NaNO, 0,3%; K,HPO, 0,1%;| ( Ansauern | ( Hyphengeflecht 


niger MgSO, 0,05%; KCl m. Salp.- aufgelockert; 
0,05%; FeSO, Spur; sdure auf groBe, blasige 
Rohrzucker 3,0% pu 2,4 bis Auftreibungen 
2,7 nach oder isolierte 
Aspergillus 500 ml Bierwiirze ; 2 tagigem Haufen von 
oryzae 500 ml Wasser Wachstum Kugeln. Decke 
: sinkt unter 
: 29 
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Die Bestimmung der Nucleinséuren wurde (nach SCHNEIDER) in den abzentri- 
fugierten Zellen! nach 3—6 Tagen Wachstum folgendermaBen durchgefihrt: 
Mehrmalige Extraktion mit kalter 10% iger Trichloressigséure, danach Kochen des 
Riickstandes mit einem Alkohol-Ather-Gemisch 3mal je 3 min. Aus dem Riickstand 
dieser Behandlung wurden die Nucleinsauren durch Erhitzen mit 5% iger Trichlor- 
essigsaure, 15 min auf 90°, gelést. Ribonucleinséure (RNS) wurde nach EvLER u. 
Haun mit Phloroglucin, Desoxy-ribonucleinsiure (DNS) nach Discue mit Di- 
phenylamin und Carbazol im Leitz-Kompensationsphotometer mit geeigneten 
Filtern (Nr. 600, 570) bestimmt. Fiir die Umrechnung wurden 9,5 bzw. 9,8% P fiir 
RNS bzw. DNS angenommen. — Der Gesamtphosphor wurde nach Fiske u. 
Supparow bestimmt, der anorganische Phosphor in der 1. Extraktion mit kalter 
10% iger Trichloressigsaure. 


Tab. 2 zeigt die wesentlichsten Daten dieser Bestimmungen. 


Tabelle 2. Gehalt von normalen und Involutionsformen an den verschiedenen 
Phosphorstureformen. 


Trocken- 
substanz RNS DNS % NS-P? Ges.-P 
mg auf von RNS % 
100 ml j 
Bact. prodigiosum 
NOTIN. eee ee 66 2,20 16,25 13,53 1,75 | 0,42 2,82 
Involution. . . 72 2,60 11,25 23,02 P52 "20.61 2,24 ° 
Bact. xylinum 
normal ..../ 49,5 | 3,20 | 15,02 21,30 | 1,74 | 0,30 2,44 
Involution. . . 48 4,47 10,20 43,82 1,41 | 0,58 2,19 
Azotob. chroococcum 
normal een |. 70 3,07 137 22,35 1,60 | 0,31 2,52 
Involution. . . 79 3,20 11,20 28,57 1,38 | 0,43 2,15 
Asp. niger 
HOLM alesse eee 1314 0,45 T0ba sie 6.56 0,71 | 0,53 1,76 
Involution .. 873 0,37 4,80 7,70 0,50 | 0,31 1,06 
Asp. oryzae 
OT 6a eae 668 0,46 4,35 10,57 0,46 | 0,41 1,12 
Involution . . . 512 0,33 3,30 11,21; 410,35. | 0,34: 0,87 


In den Involutionsformen haben also die Gesamt-Nucleinsiiuren ab- 
genommen (Spalte 5). Bei den 3 untersuchten Bakterien ist dieser 
Riickgang allein der Abnahme der RNS zuzuschreiben, wihrend die 
DNS zum Teil (bei Bacterium xylinum um fast 40%) zugenommen hat. 
Ks hat sich also das Verhiltnis der beiden Nucleinsiiuren zugunsten der 
DNS wesentlich verschoben (Spalte 4). 


* Bei Azotobacter wurde der MgCO,-Gehalt bei der 'Trockengewichtsbestimmung 
abgezogen. Die Hauptmenge wurde vorher durch Abdekantieren der Zellen bei 
leichter Alkalisierung gewonnen. 

*Die Zahlen dieser Spalte sind infolge einer kleinen Rechenungenauigkeit 
gegeniiber den friiher gegebenen (RippeL-BALDEs u. G. Buscu) ein wenig ver- 
andert; die iibrigen Zahlen werden davon nicht betroffen. 
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Bei den beiden untersuchten Pilzen haben die Gesamt-Nucleinsiuren 
in den Involutionsformen ebenfalls abgenommen, auch die DNS, diese 
jedoch weniger als die RNS, so daf sich auch hier das Verhaltnis der 
beiden Nucleinséuren zugunsten der DNS verschoben hat. Somit be- 
steht kein grundsatzlicher Unterschied zwischen den Involutionsformen 
der untersuchten Bakterien und Pilze. 

Moglicherweise stehen mit dem geschilderten quantitativ etwas ver- 
schiedenen Verhalten der Bakterien und Pilze noch folgende Erschei- 
nungen im Zusammenhang. Einmal zeigt sich, daB bei den Bakterien die 
Trockensubstanzbildung der Involutionsformen nicht geringer ist, son- 
dern entweder gleich oder sogar etwas erhéht gegeniiber den Normal- 
formen. Bei den Pilzen hingegen ist die Trockensubstanzbildung wesent- 
lich geringer als bei den Involutionsformen; sie betragt bei Aspergillus 
niger nur ?/, der Normalform. 

Sodann ist der Gehalt an Gesamt-Nucleinsiuren bei den Pilzen (6,16%, 
im Durchschnitt) sehr viel niedriger als bei den Bakterien (17,82°), und 
ebenso ist der Anteil an DNS bei den Pilzen geringer als bei den Bakterien 
(8,47 bzw. 19,06% DNS von RNS). Es erscheint nicht ausgeschlossen, 
da der hohere Nucleinsaiuregehalt der Bakterien, insbesondere auch der 
DNS mit der sich im Erntegewicht auBernden staérkeren Reaktions- 
fahigkeit gegen die schadliche Einwirkung in unmittelbarem Zusammen- 
hang steht. 

Der anorganische Phosphor betragt bei den Pilzen 33,36, bei den 
Bakterien 13,17% des Gesamtphosphors fiir die Normalformen; 34,0 
bzw. 24,58% fiir die Involutionsformen. Der anorganische Phosphor 
verhalt sich also bis zu einem gewissen Grade gegensinnig zum Nuclein- 
sdurephosphor. 

Weiterhin interessierte die Zusammensetzung des Materials an Amino- 
sauren. 

Hierzu wurde die trockene Zellmasse hydrolysiert und papierchromatographisch 
2 dimensional nach Prennic untersucht. Zum Schutz des Tryptophans wurde nach 
Surrerp Amylalkohol zugesetzt. Im iibrigen bedeutet ein Fehlen natiirlich zu- 
nachst nur eine mit der Methode nicht nachweisbare Menge. Die Zahlen finden sich 
in Tab. 3. Unter der Tabelle sind die ungefahren Mengen (geschatzt) nach der 
FleckengréBe angegeben. Es wurden verschiedene Mengen Hydrolysat aufgetragen ; 
die angegebenen Werte geben also nur das Verhaltnis der einzelnen Aminosauren 
innerhalb einer senkrechten Spalte wieder. 

Herausgenommen sei zundchst das Hexosamin, vermutlich Gluco- 
samin, das bei den Pilzen zweifellos aus dem Chitin der Zellwande 
stammt, wobei bei Asp. niger die Abnahme in den Involutionsformen 
bemerkenswert ist. Denn bei Saurezusatz sollte man gerade eine Zu- 
nahme des Chitins erwarten (BEER). Das bei Bakterien gefundene 
Hexosamin stammt sicherlich nicht aus Chitin, sondern aus Amino- 
zuckern, die in EiweiB und verschiedenen Polysacchariden vorhanden sind. 

29% 


426 A. Rippet-Baupes, G. BuscH und F. RADLER: 


Tabelle 3. Gehalt an Aminosiiuren im M ycelhydrolysat. 


Bact. 
| Bact. prodig. me | Asp. niger | Asp. oryzae poe sede 
\Norm.|Invol. Norm.|Invol. | Norm.|Invol.|Norm.|Invol. | Kult. |mittel| alt — 

oc Alanine meen eA: 6 4 lod aap A eed 4 5 5 4 
p-Alanin 2 os. [41 | —e|) = = re 
x-Amino- | | 

buttersiure . .| — | — | — | / 2 
p-Amino- | | | | | 

buttersaure — | : | 2 aa 
Arginin . | 4 4 4 5 2 | 3 3 3 5 os 3 
Asparaginsaure 5 6 TPE tee Pa 4 5 | —?| 3 4 
Cystin 3 3 1 2 2°) 209) — 4) — 3 3 2 
Glutaminsaure 53 7 2 6 Se iiwods | |e 5 —?|—?]/ 6 
Glykokoll . 5 6 4 5 y a ee 5 5 6 5 5 
Hexosamin 3 4 ; — 1 5 3 7 7 |— |— 2 
Histidin — |j— | — 1 ——) eo 
Tsoleucin 3 4 3 3 3 ENS — | 2 2 3 3 
Leucin 4 5 Sean: 4 3 5 4 4 4 5 
Lysin 3 + 4 | 5 4 3 3 5 4 | 4 3 
Methionin . 2 2 | - - / - 20) — b— | Ss 
Phenylalanin 3 4 1 2 2 3 3 3 3 | — 3 
Prolin 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 
Oxyprolin . 2 2 1 - 3 3 
Serin . 4 5 4 4 + 4 3 3 5 3 4 
Threonin 3 4 2 3 3 + 2 3 | — 3 4 
Tryptophan . : — | — 1 -- oa - 
SLY TOSID EEC eere 5 | — 2 2 3 2 — 3 -— 2 
Valintie < eer aan 6 6 | 4 4;3 | 4 Ses 3 


l unter 5y; 2 5—10y; 3 10—20y; 4 20 


30y: 5 830—40y; 6 40—S50y; 7 50—60y. 


Im wbrigen sind bei den Bakterien (Bact. xylinwm wurde nicht unter- 
sucht) die Unterschiede schirfer als bei den Pilzen. Bei beiden fallt 
jedoch auf, daB die cyclischen Aminosiuren (Phenylalanin, Tryptophan, 
Tyrosin) in den 12 Fallen 8mal bei den Involutionsformen in héherer 
Konzentration vorhanden sind als in den Normalformen, Imal in 
gleicher und Imal (bei Asp. oryzae und Tyrosin) in etwas geringerer 
Konzentration; in 2 Fiillen war die Nachweisbarkeitsgrenze nicht er- 
reicht. Man wird danach sagen kénnen, dafs eine Zunahme der cyclischen 
Aminosiiuren ein Charakteristicum der Involutionsformen gegeniiber 
den normalen Formen ist. 

Das Verhalten der iibrigen Aminosiuren muf fiir die Bakterien und 
Pilze getrennt betrachtet werden. Bei den beiden Bakterien zeigen 
#-Alanin, Arginin, Asparaginsiure, Glutaminsiiure, Glykokoll, Leucin, 
Lysin, Threonin! und Valin eine ausgesprochene Tendenz zur Zunahme 


' Zur Frage Threonin-Homoserin vgl. Prmnnia (1956). 
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in den Involutionsformen. In keinem Fall findet eine Abnahme statt, mit 
Ausnahme der Asparaginsiure bei Azotobacter. Doch scheint es sich hier 
um einen Sonderfall zu handeln: Asparaginsiiure ist bei diesem Bak- 
terium auch in den Normalformen, in denen sie nachweisbar war, nur 
in Spuren nachweisbar. Hine Erklarung fiir diese auffallende Erscheinung 
kann nicht gegeben werden. Man vergleiche dazu die Ergebnisse von 
_ KANDLER u. ZEHENDER. Am auffallendsten ist das Verhalten der Glut- 
aminsaure, die in den Involutionsformen von Bact. prodigiosum fast das 
Doppelte des an sich schon hohen Gehaltes, bei Azobacter das 5fache der 
Normalformen betragt. Auch dieser Fall des geringen Gehaltes der 
Normalzellen ist auffallend, kann aber ebensowenig erklart werden wie 
derjenige der Asparaginsiure. Wir méchten aber in diesem Zusammen- 
hange noch darauf hinweisen, daB stérende Einfliisse irgendwelcher Art 
hin und wieder zu einer Verschiebung der Flecken und somit zu Fehl- 
deutungen fiihren kénnten. 

Die Pilze lassen eine aihnliche Tendenz erkennen; jedoch findet man 
haufiger eine schwache Abnahme in den Involutionsformen (Glutamin- 
sdure, Leucin, Lysin bei je einem Pilz). Es scheint also, daB die Pilze auch 
in dieser Hinsicht nicht so ausgepragt reagieren wie die Bakterien. 

DaB bei den Pilzen bereits eine schwere Schidigung der Involutions- 
formen vorliegt, konnten wir fiir Aspergillus dadurch zeigen, daB In- 
volutionsformen, gewonnen nach 5 min Homogenisieren im Homogeni- 
sator, mit dem Mikromanipulator isoliert und auf Wirzeagar als Deck- 
glaskultur angesetzt kaum mehr keimfahig waren: Nach 7 Tagen bei 
Zimmertemperatur war von 19 Zellen nur eine einzige (mit 3 Keim- 
schlaiuchen) ausgekeimt. 

Es erscheint verfriiht, einige Besonderheiten eingehender zu erortern, 
z. B. das Vorkommen von Methionin, das bei den beiden Pilzen nur in 
den Involutionsformen von Aspergillus oryzae nachzuweisen war. Denn 
Ritrer stellte Methionin bei Aspergillus niger entweder nur in einem 
bestimmten (mittleren) Altersstadium oder nur im Sklerotien-, oder nur 
im Conidienstamm fest. Falls solche Befunde physiologische Bedeutung 
haben sollten, miiBten sie weit umfassender erhoben werden. 

Im iibrigen zeigten die Versuche von Rirrer eine sehr deutliche Ab- 
nahme der cyclischen Aminosiuren bei Pilzen im Alter bzw. bei der 
Autolyse. Da bei den hier untersuchten Pilzen und Bakterien in den 
Involutionsformen ein unverkennbar héherer Gehalt daran gefunden 
wurde, so kénnen die Involutionsformen gewissermafen als jugendliches 
Stadium (unkontrolliertes Wachstum bis zur Schadigung) aufgefabt 
werden, welcher Schlu$ auch von RippeL u. BuscH gezogen wurde. 
Dieser Auffassung ist auch Jensen. Es kann kaum einem Zweifel unter- 
liegen, daB diese Erscheinung dem absolut bzw. relativ héheren Gehalt 
an Desoxy-ribonucleinsaure parallel geht. 
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Auffallenderweise fanden RADLER u. RiPPet in Involutionsformen von 
Bacterium vulgare, hervorgerufen durch Penicillin, Gleichheit der Amino- 
siuren in diesen und Normalformen. Aber diese Diskrepanz diirfte sich 
erkliren durch das Unvermégen der Bakterien, sich in Gegenwart von 
Penicillin zu vermehren, wahrend bei den hier vorliegenden Involutions- 
formen noch eine Vermehrung erfolgen kann, wie die makroskopische 
und mikroskopische Beobachtung der Kultur sowie die etwa gleichen 
Ernteertrige von Involutions- und Normalformen zeigen. Auch sterben 
ja die Zellen nicht vollstindig ab, wie von den Essigsturebakterien seit 
langem bekannt ist und wie es z. B. auch von HErnzeL und Motter fiir 
Salz-Involutionsformen gezeigt wurde. 

Wir bestimmten ferner die Aminosiuren des Hydrolysates von 
Erbsenknéllchen (6 bzw. 7 Wochen Wachstum der Pflanzen in Mit- 
scherlich-GefaBen auf Sand) sowie von Kulturen von Bacterium radicicola, 
die auf folgender Nahrlésung gewachsen waren: 0,05°% K,HPO,; 0,02% 
MgSO,; 0,01% NaCl; 0,3°% CaCO,; Hefewasser (100 ml 10% iges Hefe- 
wasser auf 1000 ml). 

Zu den Versuchen von Prennic ergaben sich manche Ubereinstimmun- 
gen, in der Hauptsache in den Grundaminosauren, so in dem Vorherr- 
schen von «-Alanin, Arginin, Glykokoll, Leucin, Lysin, Serin und weiter 
Cystin, Isoleucin, Prolin, Tyrosin, Valin. Ferner in dem Vorkommen von 
y-Aminobuttersiure. Aber es finden sich auch wesentliche Unterschiede: 
So wurde «-Aminobuttersaiure in Knéllchen mittleren Alters festgestellt, 
wobei allerdings betont werden mu, da es sich unter Umstinden nur 
um Konzentrationsunterschiede innerhalb der Nachweisgrenzen handelt. 
Sehr auffallend ist auch die Nichtnachweisbarkeit von Glutaminsaure 
in Knéllchen mittleren Alters und von Tryptophan in allen Fallen. 
Endlich bestehen erhebliche Unterschiede zwischen den Bact. radicicola- 
Kulturen und den Kndéllchen; in den Bakterien waren nicht nachzu- 
weisen: Asparaginsiiure, Glutaminsiure, Oxyprolin, Threonin (Homo- 
serin’). Gerade die Nichtnachweisbarkeit der beiden erstgenannten ist 
auffallend, wobei allerdings darauf hinzuweisen ist, da Asparaginsaiure 
auch bei Azotobacter nicht bzw. kaum nachzuweisen war; wir verweisen 
in dieser Hinsicht auf die oben gemachten Ausfiihrungen. 

Will man die Bact. radicicola-Kulturen mit den Knéllchen nach dem 
Gesichtspunkt der Involutionsformen in den Knéllchen nach den obigen 
Ergebnissen vergleichen, so ergibt sich wenig Greifbares. Es sei denn, 
daB das Zuriicktreten von Glutaminsiéure und Asparaginsiiure in den 
Kulturzellen sowie die Zunahme von Threonin in den Knidllchen als 
Charakteristicum der Involutionsformen gedeutet werden kénnte 
(siehe oben). Allerdings ist zu beriicksichtigen, da® in den Kulturen reine 
Bakterienmasse vorliegt, in den Knéllchen aber auch Pflanzengewebe. 
Beides ist also gar nicht ohne weiteres vergleichbar. 
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Wir glauben, es hat wenig Sinn, an Hand der vorliegenden Zahlen 
noch weitere Uberlegungen anzustellen. Jedenfalls zeigen diese, daB es 
weit eingehenderer Versuche bedarf, um den Schritt von den freien 
Bakterien zu den symbiontischen zu verfolgen. 


Weiterhin interessierten die freien Aminosiuren, die fiir Normal- und 
Involutionsformen von Bact. prodigiosum bestimmt wurden. 


Nahrlésung. 0,3% Fleischextrakt, 0,5% Pepton, 2% Glucose. Involutions- 
formen durch 0,245 m CaCl,. 4 Tage Wachstum bei 27° C in Furnpacu-Kolben bei 
Verbrauch von 16% der Glucose. Die Bakterien wurden abzentrifugiert, in sieden- 
dem 80% igem Alkohol extrahiert. Extrakt zur Trockne verdampft und nach Ab- 
scheiden von Prodigiosin und léslichen EiweiSbestandteilen mit Chloroform in 
Wasser aufgenommen. Entfernen stérender Begleitstoffe des Extraktes im Ionen- 
austauscher. Die Normalzellen wurden analog behandelt. Chromatographiert 
1-dimensional nach PARTRIDGE und 2 dimensional nach Prennic (1954). 

Qualitativ und quantitativ war kein Unterschied zwischen normalen 
und involutionierten Zellen. Es wurden in einer geschaitzten Gesamt- 
menge von etwa 0,2% der Trockenmasse folgende Aminosiuren ge- 
funden: «-Alanin, B-Alanin, Arginin, Asparagin, Asparaginsaure, Cystin ?, 
Glutaminsaure, Glykokoll, Isoleucin?, Leucin, Lysin, Phenylalanin, 
Prolin, Serin, Threonin, Tyrosin?, Valin. Dieser Befund entspricht also 
in qualitativer Hinsicht ziemlich genau dem des Gesamthydrolysates der 
Tab. 3. Wie dort sind hier nicht nachweisbar «- und y-Aminobuttersaure, 
Histidin, Tryptophan, wahrend die unter den freien Aminosduren nicht 
aufgefundenen Methionin und Oxyprolin auch im Gesamthydrolysat 
stark zuriicktreten. 


Wesentlich ist aber, daB hinsichtlich der freien Aminoséuren quanti- 
tativ und qualitativ kein Unterschied zwischen Normalformen und 
Involutionsformen festzustellen war. 


Zusammenfassung. 


Involutionsformen von Bakterien (Bact. prodigiosum durch CaCl,, 
Bact. xylinum durch héhere Temperatur, Azotobacter chroococcwm durch 
MgCO,) zeigten im Vergleich zu Normalzellen aus Nahrlésung ohne 
Zusatz geringeren Gehalt an Gesamt-Nucleinsiuren, aber erhéhten an 
Desoxy-ribonucleinsiure. Pilze (Aspergillus niger und oryzae durch freie 
Salpetersiiure) hatten auch geringeren absoluten Gehalt an Desoxy- 
ribonucleinsaure, der aber bei den Involutionsformen relativ héher war, 
so daB kein grundsatzlicher Unterschied zwischen Bakterien- und 
Pilz-Involutionsformen besteht. © 

Im Hydrolysat der Zellen fand sich bei den Involutionsformen im 
Vergleich zu den Normalzellen ein starkeres Hervortreten der eyclischen 
Aminosiuren und eine Zunahme weiterer, insbesondere der Glutamin- 
siure (auf etwa das 5fache bei Azotobacter). Zwischen beiden Zellformen 


430 Rirent-BaLpEs, Busc# u. RADLER: Zusammensetzung der Mikroorganismen. 


war bei Bact. prodigiosum jedoch quantitativ und qualitativ kein Unter- 
schied in den freien Aminosiuren nachzuweisen. 

Die Involutionsformen stellen offenbar ein jugendliches Stadium 
(unkontrolliertes Wachstum) dar. 


Ausgefiihrt mit Unterstiitzung durch die Deutsche Forschungsgemeinschaft. 
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